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1 Einleitung 
1.1 Epigenetik 
1.1.1 Einführung 
Der Begriff Epigenetik bezeichnet hereditäre Veränderungen der 
Genexpressionsmuster, welche nicht durch die primäre Nukleotidsequenz vermittelt 
werden [Herman und Baylin, 2003]. Vielmehr können epigenetische Mechanismen, wie 
DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen, die Transkription beeinflussen. Wird 
dadurch ein Gen transkriptionell inaktiviert, spricht man vom sogenannten gene 
silencing. 
Mit seiner two hit-Hypothese beschreibt Knudson ein Modell der Krebsentstehung, 
welches besagt, dass beide Allele eines Gens defekt sein müssen, damit sich ein Tumor 
entwickelt [Knudson, 2001]. Mutationen, Deletionen, Inversionen oder Translokationen 
sind Mechanismen, die direkt die Desoxyribonukleinsäure (DNA) und somit die 
enthaltenen genetischen Informationen verändern. Aber auch epigenetische 
Modifikationen der Erbsubstanz können ein Allel ausschalten und somit einen hit 
darstellen. 
1.1.2 DNA-Methylierung 
Der am besten charakterisierte epigenetische Prozess ist die DNA-Methylierung 
[Esteller, 2008]. Hierbei wird eine Methylgruppe vom Methylgruppendonator  
S-Adenosylmethionin (SAM) an das 5. Kohlenstoffatom (C5) des Pyrimidinrings der 
Base Cytosin übertragen, wodurch 5-Methylcytosin entsteht. Katalysiert wird diese 
Reaktion durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs) [Herman und Baylin, 2003] 
(Abbildung 1). Diese Modifikation findet beim Menschen und anderen Säugetieren an 
CpG-Dinukleotiden statt. Das sind am 5’-Ende der DNA gelegene Cytosine, die einem 
Guanosin vorangehen. Das „p“ steht dabei für den Phosphodiester zwischen Cytosin 
und Guanosin [Esteller, 2008]. Die CpG-Dinukleotide sind in der DNA asymmetrisch 
verteilt. Betrachtet man das gesamte Genom, lässt sich ein relativer Mangel an CpGs 
erkennen. Im Gegensatz dazu stehen kleine Abschnitte, in denen es eine Anhäufung von 
CpG-Dinukleotiden gibt, die sogenannten CpG-Inseln. Diese sind meist mit 
Promotorregionen assoziiert – den Startsequenzen für die Transkription von DNA in 
Ribonukleinsäure (RNA). In einfachen Organismen wie Hefen oder Drosophila gibt es 
fast keine DNA-Methylierung [Herman und Baylin, 2003]. Beim Säugetier jedoch 
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weisen über 80 % der CpG-Dinukleotide außerhalb der CpG-Inseln eine Methylierung 
auf. CpG-Dinukleotide, die innerhalb der Promotor-assoziierten CpG-Inseln liegen, sind 
meist unmethyliert und erlauben somit den Zugang transkriptionsaktivierender Proteine 
zur DNA – das Gen kann transkribiert werden. Methylierte Genpromotorregionen 
hingegen korrelieren mit einer transkriptionellen Inaktivierung des entsprechenden 
Gens. Wichtige physiologische Beispiele hierfür sind die Inaktivierung des weiblichen 
X-Chromosoms und das sogenannte genomic imprinting, also die paternale 
Determination von Genen, so dass nur ein Allel eines Gens zur Expression kommt. 
Weiterhin verhindert DNA-Methylierung die Transkription von Teilen des Genoms, 
welche eine Schädigung der Zelle bewirken könnten, wie repetitive Elemente, 
zwischengeschaltete virale Sequenzen und Transposons [Herman und Baylin, 2003]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Methylierung von Cytosin. 
Die Methylierung (Methylgruppe rot dargestellt) an der C5-Position des Cytosinringes wird durch 
eine DNMT katalysiert. SAM ist dabei der Methylgruppendonator. Abbildung modifiziert nach 
[Herman und Baylin, 2003]. 
1.1.3 DNA-Methyltransferasen  
DNMTs katalysieren den Prozess der DNA-Methylierung und spielen eine wichtige 
Rolle in der Embryonalentwicklung. So führt das Abschalten der entsprechenden Gene 
in knock-out Mäusen zum Absterben des Embryos oder zum frühen postnatalen Tod 
[Herman und Baylin, 2003]. Beim Säugetier sind drei biologisch aktive Formen des 
Enzyms bekannt: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b. DNMT1 ist vor allem für die 
Aufrechterhaltung des Methylierungszustandes verantwortlich, während die de novo 
Methylierung von den DNMTs 3a und 3b geleistet wird. Neben der DNA-Methylierung 
tragen DNMTs durch weitere Mechanismen zum transkriptionell reprimierten 
Chromatin bei. So rekrutieren sie Histondeacetylasen (HDACs), die wiederum die 
Transkription vermindern [Esteller, 2007]. 
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1.1.4 Histonmodifikationen und Nukleosome 
Die im Zellkern liegende genomische DNA ist stark gefaltet, gewunden und mit 
Histonen und anderen Proteinen in einem dynamischen Polymer, dem Chromatin, 
verdichtet. Den Grundbaustein des Chromatins bilden die Nukleosome. In jedem 
Nukleosom windet sich die DNA-Doppelhelix um oktamere Histonproteine, bestehend 
aus einem H3-H4-Tetramer und zwei H2A-H2B-Dimeren [Jenuwein und Allis, 2001]. 
Nukleosome sind eng mit der Konstitution des Chromatins verbunden. Aktive Gene mit 
unmethylierten Genpromotoren sind von aufgelockerten und in unregelmäßig dichten 
Abständen voneinander gelegenen Nukleosomen umgeben, welche den Zugang 
transkriptionsaktivierender Proteine zur DNA erlauben, während bei epigenetisch 
inaktivierten Genen der Zugang infolge dicht gepackter Nukleosome verwehrt wird 
[Herman und Baylin, 2003]. 
Histone bestehen aus einer kugelförmigen Domäne und einem NH2-Terminus, dem 
sogenannten histone tail, welcher aus dem Nukleosom heraus ragt. Diese Region ist von 
besonderer Bedeutung, da hier kovalente Modifikationen wie Acetylierung, 
Phosphorylierung oder Methylierung stattfinden, welche ebenfalls den Zugang zur 
DNA bestimmen. Acetylierte histone tails kennzeichnen transkriptionell aktive Gene, 
während bei hypermethylierten inaktiven Genen der NH2-Terminus deacetyliert 
vorliegt. Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die Methylierung der Aminosäure 
Lysin des Histonproteins H3. Diese befindet sich bei inaktiven Genen an Lysin 9 
(H3K9), bei aktiven Genen ist sie an Lysin 4 (H3K4) zu finden [Herman und Baylin, 
2003].  
Die Acetylgruppen werden von Histonacetyltransferasen (HATs) an die entsprechende 
Aminosäure übertragen. Für die Aufrechterhaltung eines deacetylierten Zustandes der 
histone tails sind hingegen HDACs verantwortlich [Herman und Baylin, 2003].  
Die beschriebenen vielfältigen posttranslationalen Modifikationen des NH2-Terminus 
bilden den histone code und erweitern den Informationsgehalt des genetischen Codes 
beträchtlich [Jenuwein und Allis, 2001]. 
1.1.5 Bedeutung der Epigenetik für die Tumorentstehung 
Ihre Bedeutung in der Kanzerogenese erlangt die Epigenetik durch ihre Fähigkeit  
– genauso wie genomische Veränderungen – ein Allel eines Gens ausschalten zu 
können. Somit bewirkt sie einen hit, welcher nach Knudsons two hit-Hypothese in 
einem mehrstufigen Prozess zu einem Tumor führen kann, wenn auch das andere Allel 
dieses Gens seine Funktion verloren hat. Krebs kann man daher als genetische und 
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epigenetische Erkrankung beschreiben [Jost und Galm, 2007; Baylin und Jones, 2011]. 
Ein wichtiges Ereignis in der Entstehung von Tumoren ist die Ausschaltung von 
Tumorsuppressorgenen durch Hypermethylierung ihrer Promotoren [Esteller, 2008]. 
Beispiele sind die Zellzyklusregulatorgene p15 und p16, zwei Inhibitoren der cyclin-
dependent kinase (CDK). Sie sind häufig bei hämatologischen Neoplasien 
hypermethyliert, wobei bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) häufig p15 und 
nicht p16 inaktiviert ist [Herman et al., 1997]. Promotorhypermethylierung beeinflusst 
neben den Genen der Zellzykluskontrolle auch solche, deren Funktion zur DNA-
Reparatur, Zell-Zell-Interaktion, Apoptose, Angiogenese und zum Metabolismus von 
Karzinogenen beiträgt. All diese Mechanismen spielen eine entscheidende Rolle bei der 
Tumorentstehung.  
Das Zusammenwirken von genetischen und epigenetischen Veränderungen lässt sich 
beispielsweise anhand der DNA-Reparaturgene mutL homolog 1, colon cancer, 
nonpolyposis type 2 (E. coli) (hMLH1) und breast cancer 1, early onset (BRCA1) 
zeigen. In beiden Fällen führt die epigenetische Inaktivierung dieser Gene zur 
Blockierung der Reparatur genetischer Fehler und begünstigt so eine neoplastische 
Transformation der Zelle, die dann zur Entstehung eines Kolonkarzinoms (hMLH1) 
bzw. Mammakarzinoms (BRCA1) führen kann [Esteller, 2008]. Im Gegensatz dazu 
kann aber auch bei bestehender genetischer Aberration eines Allels eine epigenetische 
Modifikation den zweiten hit darstellen. So konnte beim sporadisch auftretenden 
Magenkarzinom nachgewiesen werden, dass ein Allel des epithelialen Cadherin 
(E-cadherin)-Gens mutiert ist, während das andere durch Promotorhypermethylierung 
inaktiviert wurde [Machado et al., 2001]. Die Herabregulation der Transkription dieses 
Gens ist mit einer zunehmenden Invasivität des Tumors assoziiert [Takeichi, 1991].  
Betrachtet man das gesamte Genom eines Tumors, ist dieses trotz vermehrter 
Methylierung der Promotorregionen hypomethyliert, weil vor allem repetitive 
Elemente, aber auch kodierende Regionen und Introne ihre Methylierung verlieren. Der 
Grad der globalen Hypomethylierung steigt mit der Progression eines benignen Tumors 
zum Malignom. Die genomweite DNA-Hypomethylierung begünstigt chromosomale 
Rearrangements. So zeigen Experimente, dass bei ausgeschalteten DNMTs der 
resultierende Methylgruppenverlust zur Aneuploidie führt. Weitere Auswirkungen auf 
die Tumorentwicklung sind chromosomale Instabilität, Reaktivierung von Transposons, 
Verlust des Imprinting sowie der Heterozygosität, als auch mitotische Rekombination, 
die zu Deletionen und Translokationen führt [Jost und Galm, 2007; Esteller, 2008]. 
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Die Promotorhypermethylierung steht in Verbindung mit kovalenten 
Histonmodifikationen, welche ebenfalls die Genaktivität steuern. DNA-
Hypermethylierung lockt Proteine mit einer Methylcytosin-bindenden-Domäne (MeCP) 
an. Diese wiederum rekrutieren HDACs zu den methylierten CpG-Inseln. Daraus 
resultiert ein spezifischer histone code: Deacetylierung von H3 und H4, Verlust der 
Methylierung von H3K4 und Hypermethylierung von H3K9 und H3K27. Dieses 
Modifikationsmuster geht mit einer Kondensation des Chromatins einher und blockiert 
somit den Zugang von Transkriptionsfaktoren zur DNA [Jones und Baylin, 2007]. 
 
Abbildung 2: DNA-Methylierungsmuster in normalen Zellen und Tumorzellen. 
In normalen Zellen sind CpG-Inseln, die sich typischerweise in Genpromotorregionen befinden, 
unmethyliert. Die Frequenz von CpG-Dinukleotiden ist außerhalb dieser Promotorregionen 
deutlich geringer. Diese CpG-Dinukleotide sind größtenteils methyliert. In Tumorzellen zeigt sich 
ein gegensätzliches Bild. CpG-Dinukleotide in den CpG-Inseln sind methyliert, während solche 
außerhalb dieser Bereiche unmethyliert sind. Entsprechend den Methylierungsmustern kann in 
der normalen Zelle Transkription stattfinden (Pfeil), in der Tumorzelle hingegen nicht (Pfeil mit 
X). Die nummerierten grauen Boxen repräsentieren Exone. Weiße Kreise: unmethylierte CpG-
Dinukleotide. Schwarze Kreise: methylierte CpG-Dinukleotide. CA: Coaktivatorprotein. CR: 
Corepressor. DNMT: DNA-Methyltransferase. HAT: Histonacetyltransferase. MeCP: 
Methylcytosin-bindendes Protein. TF: Transkriptionsfaktor. Abbildung modifiziert nach [Galm et 
al., 2006]. 
1.1.6 Prognostische und diagnostische Bedeutung 
Das Methylierungsmuster von Tumorsuppressorgenen ist spezifisch für die jeweilige 
Tumorentität. Man spricht vom DNA-Hypermethylom [Esteller, 2007; Esteller, 2008]. 
Durch sensitive Detektion mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierter Verfahren 
könnte die Promotorhypermethylierung als Tumor-Biomarker etabliert werden [Baylin 
und Herman, 2000]. Dies erfordert neben einer schnellen, zuverlässigen und 
X
1 2 3
1 2 3
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DNMT
HDAC
MeCPCR
DNMT
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MeCP MeCP
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kosteneffektiven Untersuchungsmethode auch objektive Kriterien für die Auswahl der 
Gene, die für das Erkennen verschiedener Tumore anwendbar sind. In den vergangenen 
Jahren wurde bei unterschiedlichen Tumorentitäten eine zunehmend größere Anzahl 
von CpG-Inseln auf aberrante Methylierung untersucht [Esteller et al., 2001; Esteller, 
2002]. Aus diesen Ergebnissen könnten marker panels für die Beurteilung des 
Krebsrisikos sowie für die frühe Tumordiagnose und Prognose entwickelt werden 
[Baylin und Herman, 2000]. Dabei ist neben dem Methylierungsprofil auch die 
Funktion der ausgeschalteten Gene zu beachten. Zur Methylierungsdetektion kann DNA 
aus Serum, Sputum, Bronchial Lavage-Flüssigkeit, Urin, duktalen Flüssigkeiten oder 
Lymphknoten verwendet werden [Herman und Baylin, 2003]. 
Ein Beispiel für die Anwendung als Marker für Prognose und Therapieerfolg geben die 
beiden DNA-Reparaturgene hMLH1 und O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase  
(O6-MGMT). Ihr Funktionsausfall führt zu einer erhöhten Anfälligkeit der Zelle für 
Mutationen. So resultiert die transkriptionelle Abschaltung von O6-MGMT in einer 
verminderten Reparatur von Alkylierungsschäden. Daraus folgt eine Mutation, bei der 
Guanosin durch Adenosin ausgetauscht wird. Hirntumore bei denen O6-MGMT 
hypermethyliert ist, sprechen besser auf eine Chemotherapie an, die auf alkylierender 
Basis wirkt [Herman und Baylin, 2003; Baylin und Jones, 2011]. Das gilt ebenfalls für 
maligne Lymphome [Herman und Baylin, 2003]. 
Durch Sputumuntersuchung auf aberrante Methylierung der Promotoren von p16 und 
O6-MGMT konnte bei rauchenden Lungenkrebspatienten, bis zu drei Jahren vor 
klinischer Diagnose, der Tumor entdeckt oder seine Entwicklung vorhergesagt werden 
[Palmisano et al., 2000]. Bei der Differenzierung zwischen einer benignen 
Prostatahyperplasie und eines Prostatakarzinoms kann die Analyse von glutathione  
S-transferase 1 weiter helfen. Dieses Gen ist bei 80 bis 90 % der Patienten mit einem 
Prostatakarzinom methyliert, wohingegen es bei der Hyperplasie im unmethylierten 
Zustand vorliegt [Esteller, 2008]. 
Auch für die AML wurde in mehreren Studien nach spezifischen Methylierungsmustern 
gesucht. Toyota et al. erhoben den Methylierungsstatus von 14 Promotor-assoziierten 
CpG-Inseln und schlossen aus ihren Ergebnissen auf einen Methylierungsphänotyp bei 
der AML, der sowohl die Frequenz als auch die Dichte der Methylierung einschließt 
[Toyota et al., 2001]. 
Als Biomarker für die Prognose eines Rezidivs der AML könnte die 
Promotormethylierung der Gene für den Estrogenrezeptor α (ERα) und p15 dienen. Die 
aberrante Methylierung dieser Regionen bei Patienten in kompletter Remission (CR) 
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korreliert mit herkömmlichen Markern einer minimal residual disease (MRD) bei 
akuten Leukämien und ist mit einem hohen Rezidivrisiko der AML assoziiert [Agrawal 
et al., 2007]. 
1.1.7 Epigenetische Therapieansätze 
Im Gegensatz zu genetischen Veränderungen sind epigenetische Alterationen reversibel 
und bieten aufgrund dieser Tatsache einen vielversprechenden Therapieansatz. 
Inhibition der DNA-Methylierung und Histondeacetylierung sind hierbei die im Fokus 
stehenden Mechanismen [Herman und Baylin, 2003; Jost und Galm, 2007].  
1.1.7.1 Demethylierende Substanzen 
Für das Myelodysplastische Syndrom (MDS) gibt es bereits zwei von der US Food and 
Drug Administration (FDA) zugelassene Substanzen: 5-Azacytidin (AZA) und  
5-Aza-2’-desoxycytidin (Decitabine, DAC) [Plass et al., 2008]. Diese werden anstatt 
Cytosin in die DNA der sich replizierenden Zelle inkorporiert und inhibieren dann 
DNMTs durch kovalente Bindung. Folglich verlieren die entsprechenden Gene ihre 
Promotorhypermethylierung und werden reexprimiert. In hohen Dosierungen haben sie 
auch einen zytotoxischen Effekt [Egger et al., 2004].  
Beide Azanukleoside zeigen eine Wirkung bei myeloischen Neoplasien. Für die AML 
werden derzeit optimale Behandlungsschemata und Dosierungen erforscht [Plass et al., 
2008]. In einer von der Cancer and Leukemia Group B durchgeführten Studie wurden 
99 MDS-Patienten mit niedrig dosiertem AZA behandelt. Dabei erwies sich diese 
Therapie mit einer Ansprechrate von 60 % gegenüber 5 % in der Vergleichsgruppe, die 
eine supportive Therapie erhielt, als signifikant überlegen. Daraus resultierten eine 
höhere Lebensqualität, ein geringeres Risiko der leukämischen Transformation und eine 
längere Überlebenszeit [Silverman et al., 2002]. Auch Decitabine zeigte bei MDS-
Patienten in einer von Kantarjian et al. durchgeführten Studie klinische Wirksamkeit, 
die sich in einer erhöhten Ansprechrate auf die Therapie, einer längeren Überlebenszeit 
und einem verlängerten Zeitraum bis zur Transformation in eine AML ausdrückte 
[Kantarjian et al., 2006].  
Mittlerweile wurde AZA durch die European Medicines Agency auch in Europa 
zugelassen. Indiziert ist diese Substanz bei Patienten mit einem MDS mit intermediärem 
Risiko 2 oder hohem Risiko nach dem international prognostic scoring system, einer 
chronischen myelomonozytären Leukämie mit 10 bis 29 % Knochenmarksblasten ohne 
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myeloproliferative Störung oder einer AML mit 20 bis 30 % Blasten und Mehrlinien-
Dysplasie gemäß der World Health Organisation (WHO)-Klassifikation. 
1.1.7.2 Histondeacetylase-Inhibitoren 
Im Rahmen von in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass HDAC-Inhibitoren 
eine Induktion von Zell-Differenzierung, Zell-Zyklus-Arrest und Apoptose bewirken 
[Esteller, 2008]. Diese Erkenntnis führte zur Entwicklung einer Vielzahl von HDAC-
Inhibitoren. Als erste dieser Substanzen ist suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) 
von der FDA für das kutane T-Zell-Lymphom zugelassen worden [Jones und Baylin, 
2007]. Eine Indikationsausweitung wird derzeit geprüft. In einer Phase-I-Studie fanden 
Garcia-Manero et al. bei AML- und MDS-Patienten eine Ansprechrate auf SAHA von 
17 % [Garcia-Manero et al., 2008]. 
1.1.7.3 Kombinationstherapie 
Eine Kombinationstherapie von DNMT- und HDAC-Inhibitoren erscheint sinnvoll, 
denn auch die epigenetischen Mechanismen, die zum gene silencing führen, sind 
miteinander verbunden [Jones und Baylin, 2007]. Ein Beispiel ist das Methylcytosin-
bindende Protein MeCP2. Dieser Transkriptionsrepressor bindet sequenzunabhängig an 
methylierter DNA. MeCP2 befindet sich in einem Komplex mit einer HDAC, welche 
die Histone deacetyliert. Folglich kann das Gen nicht mehr abgelesen werden [Jones et 
al., 1998]. Der spezifische HDAC-Inhibitor Trichostatin A kann diesen Effekt 
rückgängig machen. Zu einer relevanten Reexpression des entsprechenden Gens kommt 
es aber nur bei vorheriger low-dose Gabe eines DNMT-Inhibitors wie AZA [Cameron 
et al., 1999]. DNMT- und HDAC-Inhibitoren scheinen also einen synergistischen Effekt 
zu haben. In einer klinischen Studie wurden AML- und MDS-Patienten bis zu 14 Tage 
mit AZA behandelt, gefolgt von einer einwöchigen Gabe des HDAC-Inhibitors sodium 
phenylbutyrate. Bei den Patienten die auf diese Therapie ansprachen, konnte eine 
Demethylierung des p15-Promotors und zunehmende Histonacetylierung nachgewiesen 
werden [Gore et al., 2006]. 
Ein weiterer HDAC-Inhibitor ist die als Antiepileptikum bekannte Valproinsäure  
(valproic acid, VPA). In einer Phase-1/2-Studie erreichten 22 % der AML- und MDS-
Patienten, die eine Kombination von DAC und VPA erhielten, eine komplette 
Remission [Garcia-Manero et al., 2006]. Derzeit werden mehrere 
Therapiekombinationen überprüft, wie beispielsweise DAC kombiniert mit SAHA oder 
AZA in Kombination mit dem HDAC-Inhibitor MGCD0103 [Plass et al., 2008]. 
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Ein Hauptproblem beim Einsatz solcher Medikamente ist, dass sie nicht selektiv sind 
und somit Gene unspezifisch aktivieren könnten. Dieses Risiko wird minimiert, da 
DNMT-Inhibitoren nur sich teilende Zellen beeinflussen. Des Weiteren scheinen 
epigenetisch wirksame Medikamente ihre Wirkung bevorzugt an pathologisch 
abgeschalteten Genen in Tumorzellen zu entfalten. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, 
dass die Chromatinstruktur pathologisch veränderter Gene eher zu beeinflussen ist als 
das hoch kondensierte Chromatin, welches durch physiologische epigenetische 
Mechanismen induziert wurde [Jones und Baylin, 2007]. 
Neben den besprochenen epigenetischen Effekten gibt es Hinweise auf weitere 
Wirkmechanismen. Fabre et al. konnten zeigen, dass DNMT- und HDAC-Inhibitoren, 
korrelierend mit der Inhibition von NFκB, in der Zelllinie P39 MDS/AML Apoptose 
induzieren. NFκB ist ein anti-apoptotischer Transkriptionsfaktor, der in den malignen 
Myeloblasten bei der AML und beim Hochrisiko-MDS erhöht ist. Dieser Effekt ist mit 
hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf eine epigenetische Umprogrammierung 
zurückzuführen, da er schon nach wenigen Stunden zu beobachten ist [Fabre et al., 
2008]. 
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1.2 Akute myeloische Leukämie 
1.2.1 Einführung 
Die AML ist eine hämatopoetische Stammzellerkrankung. Charakteristisch ist ein 
Differenzierungsblock der hämatopoetischen Vorläuferzellen, welcher zum Wachstum 
einer klonalen Population neoplastischer Zellen führt. Die normale hämatopoetische 
Funktion geht dabei verloren. Ohne Behandlung führt diese maligne Erkrankung 
innerhalb weniger Wochen bis Monate nach der Diagnose zum Tod [Shipley und 
Butera, 2009]. 
1.2.2 Epidemiologie 
Die AML ist die am häufigsten vorkommende myeloische Leukämie. Ihre Prävalenz 
beträgt 3,8/100.000 und steigt mit dem Alter kontinuierlich an. Bei über 65-Jährigen 
erreicht sie mit 17,9 Erkrankungsfällen pro 100.000 Personen ihr Maximum. Das 
mittlere Erkrankungsalter liegt etwa bei 70 Jahren. Somit ist die AML vorwiegend eine 
Erkrankung der Älteren [Deschler und Lübbert, 2006; Estey und Döhner, 2006]. Im 
Kindesalter unter 15 Jahren ist die Leukämie die häufigste Krebsdiagnose, wobei die 
akute lymphatische Leukämie (ALL) fünf mal häufiger auftritt als die AML [Deschler 
und Lübbert, 2006]. Das Geschlechterverhältnis von Mann zu Frau beträgt 3 zu 2 [Estey 
und Döhner, 2006]. Bei einer Untersuchung in den USA wurde bei Weißen eine höhere 
Inzidenz (3,8/100.000) als in der schwarzen Bevölkerung (3,2/100.000) beobachtet 
[Deschler und Lübbert, 2006]. 
1.2.3 Ätiologie 
Je nach Ätiologie wird von sekundärer AML oder de novo AML gesprochen. Bei der 
sekundären AML findet sich in der Vorgeschichte ein MDS, eine Myeloproliferative 
Neoplasie (MPN) oder eine Exposition mit leukämisch wirkenden Substanzen oder 
Therapien. Die de novo AML weist hingegen keine dieser Vorerkrankungen auf 
[Cheson et al., 2003]. Sie bildet die größte Gruppe, da bei den meisten Patienten mit 
einer akuten Leukämie keine Krankheitsursache gefunden wird. Bei Kindern stellen 
genetische Erkrankungen bedeutende Risikofaktoren dar. So haben beispielsweise 
Kinder mit Down-Syndrom eine 10 bis 20-fach höhere Wahrscheinlichkeit, eine AML 
zu entwickeln. Erworbene genetische Aberrationen finden sich in 50 bis 80 % aller 
AML-Fälle, mit steigender Inzidenz bei Patienten mit sekundärer AML und hohem 
 11
Alter. Es gibt eine Reihe physikalischer und chemischer Risikofaktoren, wie zum 
Beispiel Benzolexposition, Bestrahlung und Chemotherapien, die mit dem Auftreten 
einer AML assoziiert sind. Die häufigste Quelle einer Benzolexposition ist das Rauchen 
[Deschler und Lübbert, 2006]. Die Auswirkung ionisierender Strahlung wurde bei 
dänischen Flugzeug Crews mit über 5.000 Flugstunden untersucht. In dieser Gruppe ist 
die Inzidenz eine AML zu entwickeln um das 5-fache erhöht [Estey und Döhner, 2006]. 
Aber auch eine vorausgegangene Bestrahlung und Chemotherapie erhöhen das Risiko 
für eine AML beträchtlich. So resultiert die Erkrankung bei 10 bis 20 % der  
AML-Patienten aus einer vorangegangenen antineoplastischen Therapie, welche 
aufgrund einer anderen Tumorerkrankung indiziert war. Dabei sind Zytostatika wie 
Alkylantien und Topoisomerase-II-Inhibitoren häufige Verursacher einer 
therapieinduzierten AML [Löwenberg et al., 1999; Deschler und Lübbert, 2006]. 
 
Tabelle 1: Risikofaktoren die mit der AML assoziiert sind. 
Tabelle modifiziert nach [Deschler und Lübbert, 2006]. 
Risikofaktoren 
Genetische Erkrankungen: 
 
• Down-Syndrom 
• Klinefelter-Syndrom 
• Patau-Syndrom 
• Ataxia teleangiectatica 
• Fanconi-Anämie 
• Li-Fraumeni-Syndrom 
• Neurofibromatose 
• Shwachman-Syndrom 
Physikalische/Chemische Einflüsse: 
• Benzol 
• Pestizide 
• Herbizide 
• Zigarettenrauch 
• Strahlenexposition 
Therapeutika: 
• Bestrahlung 
• Zytostatika: Alkylantien 
                                Anthrazykline 
                                Topoisomerase-II-Inhibitoren             
1.2.4 Pathophysiologie und klinische Symptomatik 
Die Symptome der AML sind vielfältig und unspezifisch. Sie treten meist als Folge der 
leukämischen Infiltration des Knochenmarks auf [Löwenberg et al., 1999]. Die 
leukämischen Blasten sind nicht in der Lage, sich zu reifen Blutzellen zu entwickeln. 
Außerdem inhibieren sie durch verschiedene Chemokine die Ausdifferenzierung 
normaler Blasten [Estey und Döhner, 2006]. Somit kommt es zur hämatopoetischen 
Insuffizienz, die sich in einer Granulozytopenie, Thrombozytopenie und Anämie 
ausdrücken kann [Löwenberg et al., 1999]. Hauptsymptome der Myelosuppression bei 
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der AML sind Infektionen, Blutungen und Müdigkeit. Infiltrationen in andere Organe 
und Gewebe wie Leber, Milz, Haut, Lymphknoten, Knochen, Gingiva und das zentrale 
Nervensystem können eine Vielfalt weiterer Symptome erzeugen. Eine isolierte 
Anhäufung leukämischer Blasten wird als granulozytäres Sarkom bezeichnet. Eine 
Hyperleukozytose (über 100.000/µl) kann zur Leukostase führen, welche sich in 
okulären und zerebrovaskulären Dysfunktionen oder Blutungen äußert. Es können auch 
metabolische Symptome wie eine Hyperurikämie oder Hypokalzämie auftreten. 
[Löwenberg et al., 1999]. 
1.2.5 Zytogenetische und molekulare Veränderungen 
Für die Entstehung einer AML sind nach einem hypothetischen Modell von Kelly und 
Gilliland zwei Gruppen von genetischen Alterationen notwendig. Klasse-I-Mutationen 
führen durch eine konstitutive Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen, wie Fms-like 
tyrosine kinase 3 (FLT3) oder KIT bzw. dem RAS-Onkogen, zu einer vermehrten 
Proliferation und einem Überlebensvorteil der hämatopoetischen Vorläuferzellen. 
Klasse-II-Mutationen hingegen führen zum Funktionsverlust von 
Transkriptionsfaktoren, die für die hämatopoetische Differenzierung verantwortlich 
sind. Solche Alterationen können zum einen Fusionsgene wie AML1/ETO, PML/RARα 
oder CBFß/MYH11 sein. Des Weiteren sind auch Punktmutationen in den Genen von 
AML1 oder CCAAT enhancer binding protein alpha (C/EBPα) möglich. Nur bei 
Vorliegen beider Mutationsklassen kann sich eine AML entwickeln [Kelly und 
Gilliland, 2002; Frohling et al., 2005]. 
1.2.5.1 Zytogenetik 
Erworbene zytogenetische Aberrationen treten bei 50 bis 80 % aller AML-Patienten auf 
[Deschler und Lübbert, 2006]. Sie äußern sich beispielsweise als reziproke 
Translokation, Inversion, Deletion, Trisomie oder Monosomie [Frohling et al., 2005]. 
Häufige Anomalien sind der Verlust oder Deletion von Chromosom 5, 7, 9 und Y, die 
Translokation t(8;21)(q22;q22) und t(15;17)(q22;q11), Trisomie 8 und 22 sowie weitere 
Anomalien, welche die Chromosomen 9, 11, 16 betreffen [Deschler und Lübbert, 2006]. 
Bei AML-assoziierten chromosomalen Translokationen sind vor allem Gene betroffen, 
die DNA-bindende Transkriptionsfaktoren oder regulatorische Komponenten von 
Transkriptionskomplexen kodieren. Durch balancierte Chromosomenanomalien, im 
Sinne einer Translokation oder Inversion, werden Fusionsgene generiert, von denen 
onkogene Fusionsproteine translatiert werden. 
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Durch diesen Mechanismus kommt es beispielsweise zur funktionellen Inaktivierung 
der core binding factors (CBFs) AML1 und CBFβ. Zusammen bilden diese 
Untereinheiten den Transkriptionsfaktor AML1/CBFβ. Dieses Heterodimer reguliert, 
mit AML1 als DNA-bindenden Domäne, eine Reihe Hämatopoese-spezifischer Gene 
und ist somit essentiell an der Entwicklung des hämatopoetischen Systems beteiligt. 
Das aus der Translokation t(8;21) resultierende Fusionsgen verbindet den N-terminalen 
Abschnitt von AML1 mit der C-terminalen Region des eight-twenty-one (ETO)-Gens 
auf Chromosom 8. Das entstehende Protein kann zwar weiterhin mit CBFβ interagieren 
und an den AML1-regulierten Genen binden, da ETO jedoch einen nukleären 
Korepressorkomplex rekrutiert, wird die Transkription supprimiert. Die Translokation 
t(8;21) ist mit 40 % besonders häufig beim French-American-British (FAB)-Subtyp M2 
zu identifizieren. Die Inversion inv(16) und ihre Variante t(16;16) kommen 
hauptsächlich beim FAB-Subtyp M4Eo vor. Hierbei fusioniert das CBFβ-Gen auf 
Chromosom 16q22 mit dem smooth-muscle myosin heavy-chain (MYH11)-Gen auf 
Chromosom 16q13. Das resultierende Protein beinhaltet zwar weiterhin die funktionell 
wichtige AML1-Komponente, diese wird jedoch in einem inaktiven Komplex im 
Zytoplasma abgesondert. Eine Transkription kann auch hier nicht mehr stattfinden. 
Insgesamt betreffen chromosomale Rearrangements bei humanen Leukämien am 
häufigsten den Transkriptionsfaktor AML1/CBFβ [Löwenberg et al., 1999; Deschler 
und Lübbert, 2006]. 
Insbesondere bei den FAB-Subtypen M4 und M5 ist das mixed lineage leukemia  
(MLL)-Gen auf Chromosom 11q23 betroffen. Es ist für die Regulation der  
Gen-Transkription bei der Hämatopoese und embryonalen Entwicklung von Bedeutung. 
Über 30 verschiedene chromosomale Loki wurden bisher nachgewiesen, welche an 
11q23-Translokationen beteiligt sind. Sie sind bei etwa 8 % der de novo AML-Fälle und 
in der Gruppe der sekundären AML nach Topoisomerase-II-Exposition in bis zu 85 % 
zu sehen [Löwenberg et al., 1999; Dash und Gilliland, 2001]. 
Translokationen, die den Retinolsäurerezeptor-Lokus auf Chromosom 17 betreffen, sind 
typischerweise mit einer akuten Promyelozytenleukämie (acute promyelocytic 
leukaemia, APL) assoziiert [Dash und Gilliland, 2001]. In 98 % aller Fälle liegt ihr die 
reziproke Translokation t(15;17) zu Grunde [Löwenberg et al., 1999]. Sie führt zur 
Fusion des retinoic acid receptor alpha (RARα)-Gens mit dem promyelocytic leukemia  
(PML)-Gen. Das onkogene Fusionsprotein PML/RARα ist ein dominanter negativer 
Inhibitor des Wildtyps. Es interagiert mit mehreren Korepressoren, wie einer HDAC 
und Histonmethyltransferase sowie mit einer DNMT. Somit kommt es zum 
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epigenetischen silencing der Zielgene, da der Zugang von Transkriptionsfaktoren zu den 
Promotorregionen nicht mehr möglich ist. Die Folge ist ein Differenzierungsarrest der 
hämatopoetischen Vorläuferzellen. Sie können sich der Apoptose entziehen und 
besitzen eine gesteigerte Fähigkeit zur Selbsterneuerung [Dash und Gilliland, 2001; 
Lübbert et al., 2008]. Der Retinolsäurerezeptor-Ligand All-trans-Retinsäure (ATRA) 
kann diesen Differenzierungsblock überwinden und eine CR induzieren [Dash und 
Gilliland, 2001]. 
1.2.5.2 Akute myeloische Leukämie mit normalem Karyotyp 
Mit etwa 40 % stellt die AML mit einem normalem zytogenetischen Karyotyp  
(NC-AML) die größte Subgruppe dar [Gregory et al., 2009]. Bei diesen Patienten 
können keine Chromosomenveränderungen nachgewiesen werden. Ihre Blasten sind 
dennoch von erworbenen Mutationen oder einer Änderung der normalen Genexpression 
betroffen [Mrozek et al., 2007]. 
Die häufigste Mutation betrifft das FLT3-Gen und ist bei 30 bis 40 % aller  
AML-Patienten zu finden. Die Rezeptortyrosinkinase FLT3 wird in hämatopoetischen 
Vorläuferzellen exprimiert und ist an deren Proliferation und Differenzierung beteiligt. 
Am häufigsten findet sich eine interne Tandemduplikation des FLT3-Gens (FLT3-ITD), 
seltener (bis zu 10 %) eine Punktmutation in der Aktivierungsschleife der 
Tyrosinkinasedomäne (FLT3-TKD). Beide Alterationen führen über eine konstitutive 
Aktivierung von FLT3 zur unkontrollierten Zellproliferation. FLT-ITD ist mit einer 
schlechten Prognose assoziiert. Es besteht Hoffnung, dass diese durch den Einsatz von 
FLT3-Inhibitoren verbessert werden kann [Gregory et al., 2009]. 
Auch die vermehrte Expression von brain and acute leukemia cytoplasmic (BAALC) 
geht mit einer schlechten Prognose einher. Die biologische Funktion von BAALC ist 
noch unklar. Da es im Zytoplasma lokalisiert ist, wird eine Bedeutung für das 
zytoskelettale Geflecht vermutet [Tanner et al., 2001]. 
Bei etwa 8 % der NC-AML-Patienten liegt eine partielle Tandemduplikation (PTD) des 
MLL-Gens vor [Mrozek et al., 2007]. Das entstehende MLL-PTD Protein unterdrückt 
die Expression des Wildtyps. Dieser transkriptionellen Inaktivierung kann durch den 
Einsatz von Inhibitoren der DNMT und der HDAC entgegen gewirkt werden. 
Mutationen im nucleophosmin, member 1 (NPM1)-Gen und C/EBPα-Gen sind mit einer 
günstigeren Prognose assoziiert [Gregory et al., 2009]. NPM1 ist mit der Kontrolle der 
Zentrosomenduplikation und p53-Stabilisierung betraut und somit an mindestens zwei 
potentiell onkogenen Mechanismen beteiligt [Chen et al., 2006]. C/EBPα ist ein 
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essentieller Transkriptionsfaktor der Granulopoese. Seine Mutation führt zu einem 
selektiven Differenzierungsblock der neutrophilen Granulozyten [Pabst et al., 2001]. 
1.2.6 Diagnostik 
Zur Diagnose muss zunächst peripheres Blut und Knochenmark gewonnen werden. In 
der morphologischen Untersuchung sind die leukämischen Blasten an ihren runden bis 
irregulär geformten Kernen mit deutlich ausgeprägten Nukleoli und einem sehr 
schmalen Zytoplasmasaum zu erkennen. Typischerweise befinden sich azurophile 
Granula als sogenannte Auerstäbchen im Zytoplasma [Löwenberg et al., 1999]. Durch 
den Differenzierungsverlust akkumulieren die Blasten. Sie müssen mindestens 20 % der 
Knochenmarkszellen ausmachen, damit nach der WHO-Klassifikation eine AML 
vorliegt – bzw. 30 % nach der FAB-Klassifikation. Der Nachweis der Zugehörigkeit 
dieser Zellen zur myeloiden Reihe gelingt mittels Immunphänotypisierung und 
Zytochemie [Estey und Döhner, 2006]. Komplementiert wird die Diagnostik durch 
genetische Analysen, so dass auch eine Einteilung in die einzelnen Untergruppen nach 
der WHO- oder FAB-Klassifikation erfolgen kann [Löwenberg et al., 1999]. 
1.2.7 Klassifikation 
1976 wurde die FAB-Klassifikation eingeführt. Basierend auf der Morphologie und 
Zytologie unterteilt sie die AML in acht FAB-Subtypen (M0 – M7) [Bennett et al., 
1976]. Später wurden auch immunologische Untersuchungsmethoden in die 
Diagnosekriterien aufgenommen [Löwenberg et al., 1999]. Die neue WHO-
Klassifikation stützt sich neben der Morphologie vor allem auch auf zytogenetische 
Veränderungen und klinische Daten. Eine wichtige Neuerung ist die Absenkung des 
prozentualen Blastenanteils im Knochenmark von 30 % (FAB-Klassifikation) auf 20 % 
nach der neuen WHO-Klassifikation. Des Weiteren wird bei Patienten mit den 
zytogenetischen Befunden t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22) 
und t(15;17)(q22;q12) die Diagnose einer AML unabhängig vom Blastenanteil gestellt 
[Vardiman et al., 2002]. 
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Tabelle 2: FAB-Klassifikation mit assoziierten zytogenetischen Aberrationen. 
EST: unspezifische Esterase. POX: Myeloperoxidase. SudS: Sudan Schwarz. Tabelle 
modifiziert nach [Löwenberg et al., 1999]. 
FAB-Subtyp Häugigkeit (%) 
Zytochemie 
Positiv für 
Assoziierte 
Zytogenetik 
M0, minimal 
      differenziert 3 - 
inv(3q26) 
t(3;3) 
M1, ohne Ausreifung 15-20 POX SudS - 
M2, mit Ausreifung 25-30 POX SudS 
t(8;21) 
t(6;9) 
M3, promyelozytär 5-10 POX SudS 
t(15;17) 
t(11;17) 
t(5;17) 
M4, myelomonozytär 20 
POX 
SudS 
Est 
11q23 
inv(3q26) 
t(3;3) 
t(6;9) 
M4Eo, mit abnormalen 
           Eosinophilen 5-10 
POX 
SudS 
Est 
inv(16) 
t(16;16) 
M5, monozytär 2-9 Est 11q23 t(8;16) 
M6, Erythroleukämie 3-5 POX SudS - 
M7, megakaryoblastär 3-12 Est t(1;22) 
 
Tabelle 3: WHO-Klassifikation akuter myeloischer Leukämien.  
Tabelle modifiziert nach [Harris et al., 2000]. 
AML mit rekurrenten 
zytogenetischen Aberrationen 
• t(8;21)(q22;q22); AML1/ETO 
• APL (AML mit t(15;17)(q22;q11-12) und Varianten; 
PML/RARα) 
• abnorme Knochenmarks-Eosiniophile  
(inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22); 
(CBFβ/MYH11) 
• 11q23 (MLL) Abnormalitäten 
AML mit Multiliniendysplasie • mit vorrangegangenem MDS  
• ohne vorrangegangenes MDS  
AML und MDS, therapieassoziiert 
• Alkylanzien-assoziiert 
• Topoisomerase-II-Inhibitor-assoziiert  
• andere Typen 
AML ohne weitere Kategorisierung 
• AML mit minimaler Differenzierung 
• AML ohne Ausreifung 
• AML mit Ausreifung 
• Akute myelomonozytäre Leukämie 
• Akute monozytäre Leukämie 
• Akute erythroide Leukämie 
• Akute megakaryozytäre Leukämie 
• Akute basophile Leukämie 
• Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
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1.2.8 Prognose 
Die Prognose hängt von verschiedenen Risikofaktoren ab. Alter, Zytogenetik und 
andere molekulare Veränderungen, ein vorangegangenes MDS, MPN oder 
Komorbiditäten beeinflussen Remissionsraten und das Langzeitüberleben. 
Der prä-therapeutische Karyotyp ist der wichtigste unabhängige Prädiktor bezüglich der 
klinischen Prognose. Basierend auf den zytogenetischen Veränderungen lässt sich daher 
eine Risikostratifizierung betreiben, aus der sich je eine Gruppe mit günstiger, 
intermediärer und ungünstiger Prognose ergibt [Shipley und Butera, 2009]. 
 
Tabelle 4: Zytogenetische Risikogruppen.  
Tabelle modifiziert nach [Grimwade et al., 1998]. 
Zytogenetische Risikogruppen 
Günstig Intermediär Ungünstig 
t(15;17) 
t(8;21) 
inv(16) 
Keine zytogenetischen Aberrationen 
+8; +21; +22 
abn(11q23) 
del(7q); del(9q) 
Andere numerische/strukturelle 
Aberrationen 
 
Komplexer Karyotyp 
-7 
abn(3q) 
del(5q) 
-5 
 
Etwa 40 % der AML-Patienten weisen keine zytogenetischen Veränderungen auf. Sie 
werden der intermediären Risikogruppe zugeordnet. Die große Heterogenität von  
Gen-Mutationen und -Expressionsveränderungen in dieser NC-AML-Gruppe führt 
jedoch zu einer sehr unterschiedlichen Ansprechrate auf die Therapie. Demzufolge 
variiert das Langzeitüberleben, mit einer Spanne von 24 bis 42 %, sehr stark [Gregory et 
al., 2009; Shipley und Butera, 2009]. Um eine genauere Aussage über die Prognose 
treffen zu können und die Auswahl für eine dementsprechend risikoadaptierte Therapie 
zu ermöglichen, wurden für diese Gruppe andere Prognosemarker erforscht. So haben 
Patienten mit Mutationen im NPM1- und C/EBPα-Gen eine bessere Prognose als 
Patienten bei denen eine FLT3-ITD, MLL-PTD oder eine vermehrte BAALC-
Expression vorliegt [Gregory et al., 2009]. 
Prognostisch ungünstige zytogenetische Alterationen nehmen mit steigendem 
Lebensalter zu. So finden sich günstige zytogenetische Veränderungen bei 17 % der 
unter 57-Jährigen, bei über 75-Jährigen sind es nur 4 %. Weiterhin steigt das 
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Vorhandensein einer ungünstigen Zytogenetik von 35 % bei den unter 57-Jährigen auf 
51 % bei Patienten, die älter als 75 Jahre sind [Shipley und Butera, 2009]. 
1.2.9 Therapie 
Die Therapie besteht aus zwei Phasen. In der ersten Phase wird versucht eine CR zu 
induzieren (Induktionstherapie). Diese ist definitionsgemäß erreicht, wenn weniger als  
5 % Blasten im Knochenmarksaspirat gefunden werden, die Zahl der neutrophilen 
Granulozyten auf über 1.000/µl steigt und mindestens 100.000 Thrombozyten/µl 
vorliegen [Cheson et al., 2003]. Diese Induktionstherapie umfasst die Gabe eines 
Anthrazyklins und Cytarabin. Die sich anschließende Postinduktionstherapie hat das 
Ziel, residuelle Leukämiezellen zu zerstören und den Zustand der CR zu erhalten. Dazu 
stehen weitere Chemotherapien, sowie die autologe und allogene 
Stammzelltransplantation zur Verfügung. Die Postinduktionstherapie wird 
risikoadaptiert durchgeführt. Das Patientenalter, Komorbiditäten, die zytogenetische 
Risikogruppe und das eventuelle Vorhandensein eines passenden Stammzellspenders 
stellen für die Wahl der Therapieintensität die entscheidenden Orientierungspunkte dar 
[Shipley und Butera, 2009]. 
1.2.10 Zielgerichtete Therapie 
1.2.10.1 Therapie der akuten Promyelozytenleukämie 
Fusionsgene, die durch chromosomale Aberrationen entstehen und unmittelbar an der 
Pathogenese der AML beteiligt sind, bilden Zielregionen für die Entwicklung 
spezifischer Therapieansätze. 
Als Vorbild für diese targeted-therapy gilt der Einsatz des Vitamin-A-Derivates ATRA 
zur Behandlung der APL. Das Fusionsprotein PML/RARα (siehe auch Kapitel 1.2.5.1) 
ist ein universeller Repressor aller Zielgene des Transkriptionsfaktors RARα. In 
pharmakologischen Dosen kann ATRA die durch das Fusionsprotein vermittelte 
transkriptionelle Repression überwinden und führt zur Differenzierung der 
leukämischen Promyelozyten [Tallman et al., 2005; Lübbert et al., 2008]. Des Weiteren 
wirkt ATRA der APL-typischen Koagulopathie entgegen und vermindert so das Risiko 
lebensgefährlicher Blutungen [Sanz et al., 2009]. Durch diese spezifische Therapie hat 
sich die Prognose der APL entscheidend verbessert. Heute können durch die 
Kombination von ATRA mit einem Anthrazyklin bis zu 90 % der Patienten eine CR 
erreichen [Lübbert et al., 2008]. Die Therapiemöglichkeiten der APL werden durch 
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Arsentrioxid (ATO) erweitert. ATO degradiert das Fusionsprotein PML/RARα. Die 
genauen molekularen Wirkungsmechanismen sind noch nicht bekannt [Lübbert et al., 
2008]. 
1.2.10.2 Neue Therapieansätze 
Patienten, bei denen die Standardtherapie keine CR induziert, haben nur eine  
10 %ige Chance, die nächsten 5 Jahre zu überleben. Bei über 60-Jährigen sinkt die  
5-Jahresüberlebensrate sogar auf 0 %. Gerade ältere Patienten mit eingeschränkten 
Organfunktionen, aber auch alle anderen, die nur eine geringe Wahrscheinlichkeit haben 
eine CR zu erreichen, könnten von neuen, weniger toxischen Therapieansätzen 
profitieren [Estey und Döhner, 2006; Estey, 2008]. Einige sollen hier kurz vorgestellt 
werden. 
 
Gemtuzamab ozogamicin: 
Gemtuzamab ozogamicin (GO) ist ein mit zytotoxischem Calicheamicin konjugierter 
Antikörper gegen den Oberflächenmarker CD 33 auf myeloiden Blasten. Er wird bei 
Chemotherapie ungeeigneten über 60-jährigen Patienten mit einem Rezidiv einer CD 33 
positiven AML eingesetzt. Nach der Bindung an seinen Rezeptor wird GO internalisiert 
und entfaltet dann intrazellulär seine zytotoxische Wirkung [Shipley und Butera, 2009]. 
 
FLT3-Inhibitoren: 
Die Tyrosinkinase FLT3 ist durch eine Mutation bei 30 bis 40 % aller AML-Patienten 
konstitutiv aktiviert und führt zur unkontrollierten Zellproliferation. FLT3-Inhibitoren 
können diese Signalkaskade unterbrechen. Als Einzeltherapie führen sie nur zu einer 
geringen Reduktion der Blasten im Knochenmark und peripheren Blut. In Kombination 
mit Chemotherapeutika konnte jedoch ein synergistischer Effekt bezüglich der 
Abtötung von Leukämiezellen in vitro nachgewiesen werden. Entsprechende klinische 
Studien werden derzeit durchgeführt [Shipley und Butera, 2009]. 
 
Farnesyltransferase-Inhibitoren: 
RAS-Proteine regulieren das Wachstum und die Differenzierung vieler Zellen. Auch sie 
werden häufig durch Mutationen konstitutiv aktiviert. Farnesyltransferase-Inhibitoren, 
wie Tipifarnib, verhindern die funktionell wichtige Farnesylierung der RAS-Proteine 
und können so die Proliferation leukämischer Blasten inhibieren und Apoptose 
induzieren [Karp und Lancet, 2008; Shipley und Butera, 2009]. 
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Multidrug resistance-1 Modulatoren: 
Multidrug resistance-1 Modulatoren sollen die kompetitive Blockade von spezifischen 
Transportglykoproteinen bewirken, welche antineoplastische Medikamente, wie z.B. 
Anthrazykline, aus der Zelle pumpen [Shipley und Butera, 2009]. 
 
Bcl-2 antisense Oligonukleotide: 
Bcl-2 inhibiert durch seine Mitochondrien-stabilisierende Wirkung die Apoptose, gegen 
welche die Tumorzelle, bei einer Überexpression dieses Proteins, resistent wird. Bcl-2 
antisense Oligonukleotide, wie Oblimersen, degradieren die bcl-2-mRNA im 
Zytoplasma und bewirken so eine höhere Sensitivität der Zelle gegenüber 
Chemotherapeutika [Shipley und Butera, 2009]. 
 
Clofarabin: 
Clofarabin ist ein Nukleosidanalogon der zweiten Generation. Es ist ein potenter 
Inhibitor der DNA-Polymerase und Ribonukleotidreduktase. Durch Induktion von 
DNA-Brüchen und Schädigung der Mitochondrien induziert Clofarabin die Apoptose. 
Außerdem verstärkt es die antileukämische Aktivität von Cytarabin, indem es die 
Akkumulation des aktiven Metaboliten in den leukämischen Blasten fördert [Faderl et 
al., 2005; Estey, 2008]. 
 
Epigenetische Therapie: 
DNMT- und HDAC-Inhibitoren wirken durch epigenetische Mechanismen dem gene 
silencing entgegen und stellen so die Expression, von bei der AML pathologisch 
abgeschalteten Genen, wieder her. Die epigenetische Therapie ist in Kapitel 1.1.8 
beschrieben. 
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1.3 Kandidatengene 
1.3.1 Einleitung 
Aberrante Promotorhypermethylierung von Genen, die in fundamentalen zellulären 
Signalwegen involviert sind, ist bei fast allen Tumorentitäten zu finden. Die damit 
assoziierte transkriptionelle Inaktivierung führt möglicherweise zu einem 
Überlebensvorteil der betroffenen Zelle [Galm et al., 2006]. Für die Untersuchung von 
Methylierungsmustern bei der AML wurden Gene ausgewählt, denen eine 
tumorsuppressive Funktion zugesprochen wird, welche möglicherweise durch 
epigenetische Dysregulation ausgeschaltet ist. 
1.3.2 RARβ2 
Der retinoic acid receptor beta 2 (RARβ2) ist eine Isoform von RARβ, der neben den 
Subtypen RARα und RARγ zur Familie der nukleären Retinsäure-Rezeptoren (RARs) 
gehört [Xu, 2007]. Rezeptoren dieser Familie fungieren als Liganden-abhängige 
Transkriptionsfaktoren, indem sie an spezifische retinoic acid response elements in den 
regulatorischen Regionen ihrer Zielgene binden [Fazi et al., 2007]. RARs vermitteln die 
Effekte bestimmter Vitamin A-Analoga, den Retinoiden. Diese sind an Zellwachstum, 
Zelldifferenzierung und an der Kanzerogenese beteiligt [Esteller et al., 2002]. RARβ2 
besitzt eine wichtige Tumorsuppressorfunktion. Es konnte gezeigt werden, dass in 
vielen Tumoren die Expression von RARβ2 durch epigenetische Mechanismen 
vermindert ist [Xu, 2007]. So unterliegen die Promotoren dieses Tumorsuppressorgens 
auch bei der APL bzw. AML M3 (nach der FAB-Klassifikation) aberranter  
DNA-Methylierung [Fazi et al., 2007]. 
1.3.3 SFRPs 
Secreted Frizzled-related proteins (SFRPs) sind lösliche Glykoproteine, die in fünf 
Isoformen (SFRP1 bis SFRP5) auftreten. Mit Ausnahme von SFRP3 weisen alle 
Isoformen eine hohe Dichte an CpG-Dinukleotiden in ihren Promotorregionen auf 
[Jones und Jomary, 2002; Bovolenta et al., 2008]. Eine bedeutende Funktion der SFRPs 
liegt in der Inhibition des Wnt-Signalweges. Dieser umfasst die nicht-kanonische 
Signalkaskade, die für die normale embryonale Entwicklung unerlässlich ist und den 
kanonischen Signalweg, welcher im adulten Gewebe Proliferation, Differenzierung und 
Apoptose kontrolliert [Kawano und Kypta, 2003; Jost et al., 2008]. Die Aktivierung der 
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kanonischen Signalkaskade führt zur Akkumulation von ß-catenin im Zytoplasma. 
Dieses zentrale Signalmolekül kann nun in den Zellkern translozieren und bindet dort 
als Cofaktor an die Transkriptionsfaktoren lymphoid enhancing factor-1 (LEF1) und  
T-cell factor (TCF), deren Zielgene folglich transkribiert werden [Nelson und Nusse, 
2004; Jost et al., 2008]. Aberrante Aktivierung dieses Wnt-Signalweges, durch den 
Wegfall antagonistisch wirkender SFRPs, begünstigt die Kanzerogenese [Kawano und 
Kypta, 2003]. Die dabei steigende intrazelluläre ß-catenin Konzentration ist mit einem 
Differenzierungsblock lymphoider, myeloider und erythrozytärer Zellen assoziiert 
[Reya et al., 2003; Willert et al., 2003]. Neben seiner Funktion im Wnt-Signalweg ist  
ß-catenin, als Komponente im Cadherin-Komplex, auch an Zell-Zell-Adhäsion und 
Zellmigration beteiligt [Nelson und Nusse, 2004]. 
1.3.4 E-cadherin 
E-cadherin ist ein Transmembranprotein, welches über seine extrazelluläre Domäne 
Zell-Zell-Adhäsion vermittelt. Die zytoplasmatische Domäne bindet β-catenin, welches 
den Kontakt von E-cadherin mit dem Zytoskelett herstellt [Lickert et al., 2000; Jeanes et 
al., 2008]. E-cadherin kann die Tumorzellinvasion und Metastasierung unterdrücken. In 
leukämischen Blasten ist die Expression dieses Transmembranproteins stark vermindert 
[Melki et al., 2000].  
Darüber hinaus steht die Zell-Zell-Adhäsion mit dem Wnt-Signalweg in Verbindung. 
Während die Wnt-Signalkaskade zur Akkumulation von β-catenin mit folgender 
Induktion der LEF1/TCF-Zielgene führt, wirkt E-cadherin als negativer Regulator, da es 
β-catenin bindet und dieses somit nicht in den Zellkern translozieren kann [Nelson und 
Nusse, 2004]. Der Verlust von E-cadherin führt zum switch der β-catenin-Funktion als 
Verbindungsglied in der Zell-Zell-Adhäsion zu seiner Rolle in der nukleären 
Transkription [Li et al., 2007]. 
1.3.5 p15 
p15INK4B gehört zur Familie der inhibitors of CDK 4 (INK4)-Proteine. Diese 
kontrollieren den Zellzyklus am Übergang der Zelle von der G1-Phase in die Synthese-
Phase (S-Phase) [Sherr und Roberts, 1999; Daskalakis et al., 2002]. 
Der Eintritt in die S-Phase ist abhängig von extrazellulären mitotischen Signalen, 
welche über eine Hochregulation von Cyclin D CDK 4 und 6 aktivieren. Diese 
wiederum phosphorylieren das Retinoblastom-Protein (pRB). Die pRB-
Hyperphosphorylierung ist mit der Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F assoziiert, 
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welcher über eine Transkriptionsaktivierung seiner Zielgene die Zelle in die S-Phase 
führt. P15INK4B kann die Überwindung der G1-Phase stoppen, indem es spezifisch CDK 
4 und 6 inhibiert [Jeffrey et al., 2000; Chim et al., 2003]. Der Ausfall dieses 
Tumorsuppressors durch Promotorhypermethylierung ist ein häufiges Phänomen bei der 
AML und dem MDS [Daskalakis et al., 2002]. 
1.3.6 C/EBPα 
C/EBPα wird der Familie der basic-leucine-zipper-Transkriptionsfaktoren zugeordnet 
und ist für die normale Granulozytenentwicklung unerlässlich. Es reguliert die Balance 
zwischen Zellproliferation und –differenzierung. C/EBPα kann auf verschiedenen 
Wegen einen Wachstumsarrest initiieren: durch Induktion des Zellzyklusinhibitors p21 
sowie durch die Verhinderung der Freisetzung von E2F-Transkriptionsfaktoren durch 
direkte Interaktion mit CDK 2 und 4, die dann pRB nicht mehr phosphorylieren können. 
Beide Mechanismen versperren der Zelle den Übergang in die S-Phase des Zellzyklus 
[Mueller und Pabst, 2006; Pabst und Mueller, 2009]. Darüber hinaus vermag C/EBPα 
die E2F-Aktivität zu kontrollieren. Dieser Komplex blockiert durch die Transkription 
seiner Zielgene die Zelldifferrenzierung. C/EBPα kann durch direkte Protein-Protein-
Interaktion die Funktion dieses Transkriptionsfaktors unterdrücken und somit die 
Zelldifferenzierung initiieren [Porse et al., 2005]. 
1.3.7 ID4 
ID4 ist eines von vier Mitgliedern der Inhibitor of DNA binding/Inhibitor of 
differentiation (ID)-Familie von Transkriptionsfaktoren [Noetzel et al., 2008]. Diese 
Proteine besitzen keine DNA-bindende Domäne. Über ihre helix-loop-helix (HLH)-
Region können sie jedoch mit sogenannten basic HLH (bHLH)-Proteinen, welche 
Zelldifferenzierung vermitteln, dimerisieren und eine dominant negative Inhibition auf 
diese ausüben. Des Weiteren interagiert die ID-Familie auch mit non-bHLH-Proteinen, 
wie pRB oder den paired box-Proteinen. Dadurch haben sie einen regulatorischen 
Einfluss auf Signalwege der Zellproliferation und Differenzierung [Yu et al., 2005; 
Noetzel et al., 2008]. Die genaue Funktion von ID4 ist noch wenig verstanden. In vielen 
Tumoren (Leukämien, kolorektalem Karzinom, Mammakarzinom, Margenkarzinom) 
wurde ein Expressionsverlust von ID4 basierend auf einer Promotorhypermethylierung 
gefunden. Diese Beobachtung führte zur Vermutung, dass ID4 ein Tumorsuppressor ist 
[Carey et al., 2009]. Gestützt wird diese Annahme von Yu et al., die in 
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Transfektionsstudien ein vermindertes Tumorzellwachstum und vermehrte Apoptose 
durch Überexpression von ID4 auslösen konnten [Yu et al., 2005]. 
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1.4 Zielsetzung 
Die akuten myeloischen Leukämien stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen 
dar [Deschler und Lübbert, 2006]. Aus einem genaueren Wissen um die Pathogenese 
dieser genetisch und epigenetisch determinierten Erkrankung könnten präzisere 
Diagnosemethoden und spezifischere Therapieansätze abgeleitet werden. Während 
intensive Forschungsbemühungen bereits zu einem besseren Verständnis von 
genetischen Alterationen geführt haben, rücken nun epigenetische Mechanismen 
zunehmend in den Blickpunkt der Forschung. Der Zusammenhang zwischen 
Promotorhypermethylierung und transkriptioneller Inaktivierung der betroffenen Gene 
konnte in vorrangegangenen Studien gezeigt werden. Bisher wurden bereits viele Gene 
identifiziert, welche in fundamentalen zellulären Signalwegen involviert sind und dem 
gene silencing durch Promotorhypermethylierung unterliegen [Herman und Baylin, 
2003; Galm et al., 2006]. 
Ziel dieser Arbeit ist es, Erkenntnisse über epigenetische Veränderungen im Verlauf der 
AML zu erlangen. Mit der methylierungsspezifischen Polymerasekettenreaktion (MSP) 
steht eine sehr sensitive und kosteneffektive Untersuchungsmethode zur Verfügung 
[Galm und Herman, 2005], mit welcher der Methylierungsstatus von Promotoren 
mehrerer Gene, denen eine tumorsuppressive Wirkung zugesprochen wird, qualitativ 
untersucht werden soll. Das Augenmerk liegt hierbei nicht nur in der Frage, ob 
Methylierungen bei diesen Genen zu finden sind, sondern vor allem auch darauf, ob 
Promotorhypermethylierung bei der Progression der AML, speziell beim Rezidiv, eine 
Rolle spielt. Hierzu soll untersucht werden, ob sich im Vergleich zur Diagnose 
Änderungen im Methylierungsmuster ergeben und ob sich eine Zu- oder Abnahme der 
Methylierungshäufigkeiten im Rezidiv zeigt.  
Das Wissen über das Verhalten epigenetischer Veränderungen im Verlauf der 
Erkrankung und das Erfassen der Gene, die darin involviert sind, bilden die Grundlage 
für eine Reihe möglicher klinischer Anwendungen. So könnte die 
Promotorhypermethylierung als Biomarker genutzt werden, nicht nur um die AML zu 
diagnostizieren, sondern auch um ein Rezidiv möglichst früh vorherzusagen. Des 
Weiteren würde eine epigenetische Dysregulation im Verlauf der Erkrankung die 
Möglichkeit bieten, die AML-Therapie durch den Einsatz epigenetisch wirkender 
Medikamente zu optimieren. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte 
Autoklav Autoclave HMC BPW Vertriebs-GmbH für 
Labortechnik 
Analysegerät ABX Micros 60  HORIBA ABX 
Brutschrank Cytoperm 2 Heraeus Instruments 
Digitalkamera Camedia C-3040 ZOOM Olympus 
Gefrierschrank –80 °C Heraeus Instruments 
Gelelektrophoresekammer i-Mupid Electrophoresis System Eurogentec 
Heizblock Dri-Block DB-2A  Techne 
Kühlschränke Cooler  Bosch 
Messküvette 70 µl Microvolume Cell Pharmacia Biotech 
Mikroskop Axiovert 135 Zeiss 
Mikrospektrometer ABX Micros 60-OT ABX Hématologie 
Mikrowelle Micro-Chef 900W  Moulinex 
Mini-Zentrifuge Carl Roth 
Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf 
Pipetten Pipet-Plus LTS Pipet  Rainin 
Pipettierhilfe pipetus®-standart  Hirschmann® Laborgeräte 
Spektrophotometer Gene Quant II RNA/DNA Calculator Pharmacia Biotech 
Thermocycler ThermoHybaid Omn-E Thermo Electron Corporation 
UV-Transilluminator 312 nm und Dunkelhaube  biostep 
Vortexer Assistent Reamix 2789 Karl Hecht GmbH & Co KG 
Waage AC 100  Mettler 
Wasserbad Köttermann Labortechnik 
Werkbank HSP12 Heraeus Instruments 
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments 
Zentrifuge Labofuge 400e Heraeus Instruments 
Zentrifuge Universal 32 Hettich-Zentrifugen 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Agarose UltraPure™ Agarose  Invitrogen 
Aqua ad iniectabilia Delta Select 
Aqua dest. (Aqua destillata) Apotheke RWTH Aachen 
dNTP-Mischung Deoxynukleotide Set  metabion 
DNA-Leiter 1Kb Plus DNA Ladder  Invitrogen 
Einfrierröhrchen Cryo.s 2 ml Greiner bio-one 
Einweg-Pasteurpipetten, steril Carl Roth 
Erlenmeyer-Kolben, enghalsig Schott Duran 
Ethanol absolute  J.T.Baker 
Ethidiumbromid UltraPure™ 10mg/ml Ethidium Bromide  Invitrogen 
EZ DNA Methylation Kit™ Zymo Research 
Handschuhe Maimed-grip PF MaiMed 
Handschuhe Nobaglove-Nitril NOBA Verbandmittel 
Lymphoprep™ AXIS-Shield 
Messkolben Schott Duran 
Microtubes 1,5 ml RTP/SSK Camlab 
Mineralöl Sigma 
phosphate buffered saline (PBS)-Puffer Apotheke RWTH Aachen 
PCR-tubes Omnistrip  ABgene 
Pipettenspitzen epT.I.P.S.  Eppendorf 
Pipettenspitzen Gel-Saver Tip II  Kisker 
Pipettenspitzen MultiGuard Barrier Tips Sorenson BioScience 
Primer MWG Biotech 
QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen 
Reagenz- und Zentrifugenröhren 13 ml Sarstedt 
REDTaq™ DNA Polymerase Sigma 
Sekuroka-Hitzeschutz Typ M Hand  Carl Roth 
Spin-50 mini-columns Biomax Inc. 
SssI Methylase New England BioLabs 
TAE-Puffer UltraPure™ DNA Typing Grade® 50X TAE Buffer Invitrogen 
Wägeschalen Rotilabo-Einmal-Wägeschalen, Opak blau  Carl Roth 
Zellkulturflaschen BD Falcon™ 
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2.1.3 Humane Gewebeproben 
Für die Untersuchung der Methylierungsmuster bei der AML wurde Knochenmark 
(KM) oder peripheres Blut (PB) von 14 nach der FAB-Klassifikation diagnostizierten 
AML-Patienten analysiert. Diese stellten sich in den Jahren 2003 bis 2009 in der 
Medizinischen Klinik IV des Universitätsklinikums Aachen vor. Die Probenentnahme 
erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik bei der Erstdiagnose und dem Rezidiv. Für 
die Kontrollreaktion der MSP wurde PB gesunder, freiwilliger Spender verwendet. 
Blutproben wurden hauptsächlich mit Heparin, seltener mit Ethylendiamintetraacetat, 
Knochenmarkaspirate mit Citrat antikoaguliert. 
Die Verwendung der Proben erfolgte nach Aufklärung und Einwilligung der Patienten. 
Diese Untersuchung wurde von der Ethikkommission der RWTH Aachen genehmigt 
(EK 2220). 
2.1.4 Zelllinien und Zellkulturen  
In dieser Studie wurde die DNA der Burkitt Lymphom-Zelllinie Raji für die 
Kontrollreaktionen der MSP verwendet. 
Die Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen bezogen. Die Kultivierung erfolgte in 90 bis 95 %igem RPMI 1640 mit  
5 bis 10 %igem fetalem Kälberserum bei 37 °C im Brutschrank. 
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2.2 Methoden 
 
 
Abbildung 3: Übersicht der verwendeten Methoden  
2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Um mononukleäre Zellen aus den Blut- bzw. Knochenmarkproben von den übrigen 
Blutbestandteilen zu separieren, wurde die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
(Lymphoprep™) angewandt. Ficoll hat eine geringere Dichte als Erythrozyten und 
Granulozyten, aber eine höhere als mononukleäre Zellen. Durch Zentrifugation sinken 
die schwereren Blutbestandteile nach unten. Die mononukleären Zellen bilden zwischen 
der Ficoll- und der Plasmaphase die sogenannte Interphase. Diese Schicht wurde 
vorsichtig abpipettiert und die enthaltenen Lymphozyten durch mehrere Waschschritte 
mit PBS-Puffer aufgereinigt. Im Anschluss wurde die Zellzahl mit einem automatischen 
hämatologischen Analysegerät bestimmt und die Proben als trockene Pellets bei –80 °C 
kryokonserviert. 
DNA- Isolation
Bisulfitbehandlung
Methylierungsspezifische
Polymerasekettenreaktion
Gelelektrophorese/
Fotografie
Zellkultur Gewinnung von Knochenmark/Peripherem Blut
Herstellung
in vitro-methylierter DNA
Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation
 30
2.2.2 DNA-Isolation 
Die DNA-Isolation aus den kryokonservierten Pellets wurde mittels des QIAmp® DNA 
Mini Kits nach den Herstellervorschriften durchgeführt. Dabei wurden die Zellen 
zunächst lysiert und Proteine durch eine Proteinase hydrolysiert. Dann erfolgte die 
Ausfällung der DNA mit 98 %igem Ethanol, bevor mehrere Waschschritte folgten und 
die DNA schließlich mit Wasser eluiert wurde. 
Die Konzentration und die Reinheit der isolierten DNA wurden spektralphotometrisch 
bei einer Wellenlänge von 260 nm bzw. 280 nm bestimmt. Die Aufbewahrung erfolgte 
bei –80 °C. 
2.2.3 Herstellung von in vitro-methylierter DNA 
In vitro-methylierte DNA (IVD) zeichnet sich durch nahezu vollständige Methylierung 
der CpG-Dinukleotide aus. Daraus ergibt sich die Verwendung als Universalkontrolle 
für die M-Reaktion der MSP [Galm und Herman, 2005]. 
Für die IVD Herstellung wurde aus PB gewonnene Spender-DNA in einem NEB2-
Puffer mit dem Methylgruppendonator SAM und der SssI Methylase inkubiert. Mit 
Hilfe der Spin-50 mini-columns erfolgte anschließend die Aufreinigung der DNA, 
welche nun wie jede andere DNA-Probe der Bisulfitbehandlung unterzogen werden 
konnte [Galm und Herman, 2005]. 
2.2.4 Bisulfitbehandlung 
2.2.4.1 Prinzip 
Um zwischen methylierten und unmethylierten Cytosinen unterscheiden zu können, 
wird die genomische DNA initial einer Behandlung mit Natriumbisulfit unterzogen. 
Dabei wird sich das unterschiedliche Reaktionsverhalten der Aminogruppe von Cytosin 
und 5-Methylcytosin zunutzte gemacht. Während alle unmethylierten Cytosine unter 
der Bisulfitbehandlung zu Uracil deaminiert werden, bleiben 5-Methylcytosine 
unverändert [Sasaki et al., 2003]. Der dabei entstehende Sequenzunterschied wird durch 
die MSP erfasst und gibt so Aufschluss über den Methylierungsstatus der Zielsequenz. 
2.2.4.2 Durchführung 
Die Bisulfitbehandlung wurde mit dem EZ DNA Methylation Kit™ gemäß Anleitung 
durchgeführt. Es basiert auf einer 3-Schritt-Reaktion bestehend aus DNA-
Denaturierung, Konversionsreaktion und der Aufreinigung. Als Ausgangsmenge sollte 
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möglichst 1 µg DNA verwendet werden. Eine größere Menge birgt das Risiko einer 
unvollständigen Bisulfitkonversion. Wird weniger DNA verwendet, sinkt die Effizienz 
der PCR [Galm und Herman, 2005]. Zunächst erfolgte die Denaturierung der DNA, 
indem sie mit NaOH 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert wurde. Die 
Konversionsreaktion fand anschließend nach Hinzugabe der Bisulfitlösung abgedunkelt 
bei 50 °C für 16 Stunden im Heatblock statt. Zur Aufreinigung wurde die DNA nun 
einer Desulphonation und mehreren Waschschritten unterzogen, bevor sie in ein 1,5 ml 
Tube eluiert, aliquotiert und bei –20 °C aufbewahrt wurde. 
2.2.5 Methylierungsspezifische PCR 
2.2.5.1 Prinzip 
Die MSP ist eine für die Methylierungsanalyse modifizierte Form der PCR. Die 
bisulfitbehandelte DNA wird in zwei separaten Reaktionen amplifiziert. In der  
M-Reaktion wird sie mit methylierungsspezifischen Primern versetzt, in der  
U-Reaktion mit Primern, die nur an unmethylierter DNA binden.  
Die sich anschließende PCR wird in drei Phasen unterteilt: 1. Denaturierung, 2. 
Annealing, 3. Elongation. Zunächst wird die DNA durch eine Temperaturerhöhung auf 
95 °C in ihre beiden Einzelstränge zerlegt (1). Nun folgt das Anlagern der Primer am  
5’-Ende der beiden Einzelstränge (2). Dabei ist die sogenannte Annealingtemperatur 
abhängig von den MSP-Primern. Sie befindet sich meist jedoch zwischen 58 und 63 °C 
[Galm und Herman, 2005]. Im letzten Schritt werden durch die hitzestabile Thermus 
aquaticus (Taq)-Polymerase komplementäre Desoxyribonukleotide an die Einzelstränge 
synthetisiert, die somit zu Doppelsträngen vervollständigt werden (3). Diese 
durchlaufen nun erneut den Zyklus. In insgesamt 35 Zyklen findet eine exponentielle 
Zunahme der amplifizierten DNA statt. 
2.2.5.2 Primerdesign 
Das Primerdesign ist der vielleicht kritischste Schritt bei der Methylierungsanalyse 
[Clark et al., 1994]. Für die MSP-Primer sollten Zielregionen mit vielen  
CpG-Dinukleotiden gewählt werden, um zwischen Bisulfit-modifizierter und nicht 
modifizierter DNA unterscheiden zu können [Herman et al., 1996]. Hierfür ist es 
optimal, wenn ein Primer drei CpG-Dinukleotide beinhaltet [Galm und Herman, 2005]. 
Der bedeutendste Anteil an CpG-Dinukleotiden befindet sich am 5’-Ende eines Gens 
[Esteller, 2002]. Für eine maximale Diskriminierung zwischen methylierten und 
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unmethylierten Allelen, sollten die CpG-Paare nahe am 3’-Ende des Primers liegen 
[Herman et al., 1996]. Des Weiteren ist zu beachten, dass die Primer mindestens 21 bis 
24 Basenpaare (bp) lang sind, um eine angemessene Genspezifität zu erreichen. Das 
Amplikon sollte, abhängig von der DNA-Quelle und -Qualität, nicht länger als 200 bp 
sein [Galm und Herman, 2005].  
 
Tabelle 5: Sequenzen der U- und M-Primer. 
 
2.2.5.3 Kontrollen 
Es werden drei Kontrollen eingesetzt: unmethylierte DNA eines gesunden Probanden 
als Kontrolle der U-Reaktion, IVD oder eine methylierte Zelllinie (Raji) als  
M-Kontrolle für die M-Reaktion und aqua ad injectabilia als DNA-freie 
Negativkontrolle. Die U-Kontrolle darf nur in der U-Reaktion positiv sein. Ein Signal in 
der M-Reaktion weist auf eine zu geringe Spezifität hin. In der M-Kontrolle darf neben 
einem starken Signal in der M-Reaktion auch die U-Reaktion positiv sein. Dies ist dann 
Gen Sequenz (von 5’ zu 3’)
Annealing-
temperatur 
(°C)
U Sense TTGTTGGGTATAAAAGTTGGGTTGGT
U Antisense AAAATTCTCCCAACATAACAA ACCTCA
M Sense GTCGGGTATAAAAGTTGGGTCGGC
M Antisense ATTCTCCCGACATAACGAACCTCG
U Sense TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT
U Antisense ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA
M Sense TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC
M Antisense CGAATACGATCGAATCGAACCG
U Sense GGTAGTTGGATTTTTTGTTTTTTAGTATT
U Antisense AACTATATTTATAAAACCATACACCCCA
M Sense TAGTCGGATTTTTCGTTTTTTAGTATC
M Antisense CTATATTTATAAAACCGTACGCCCG
U Sense TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT
U Antisense CCATACAATAACCAAACAACCAA
M Sense GCGTTCGTATTTTGCGGTT
M Antisense CGTACAATAACCGAACGACCGA
U Sense TTGGGATGTTGAGAATGTGAGTGATTT
U Antisense CTTACTCAACCAATCCAACCAAAACAA
M Sense TGTCGAGAACGCGAGCGATTC
M Antisense CGACCAATCCAACCGAAACGA
U Sense GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT
U Antisense TCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA
M Sense TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC
M Antisense CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG
U Sense TTTTGGGTTGGAGTTTTTTGGAGTTGTGT
U Antisense AACCCACTCTCTTCACTAAATACAACTCA 
M Sense GGGTCGGAGTTTTTCGGAGTTGCGC
M Antisense CCGCTCTCTTCGCTAAATACGACTCG
U Sense GGGGGTGATGTTATTGTTTTTGTATTGAT
U Antisense CACCTCCCCTAACATAAACTCAAAACA 
M Sense GGGTGATGTTATCGTTTTTGTATCGAC
M Antisense CCTCCCCTAACGTAAACTCGAAACG
U Sense GTAAGATTTGGTGTTGGGTGGGATGTTT
U Antisense AAAACTCCAACCCAAACCTCACCATACA
M Sense AAGATTTGGCGTTGGGCGGGACGTTC
M Antisense ACTCCAACCCGAACCTCGCCGTACG
ID4
p15
C/EBPα
E-cadherin
SFRP4 62
RARβ2
SFRP1
63SFRP5
58
60
58
60
60
60
62SFRP2
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auf eine inkomplette Methylierung von IVD bzw. ein heterogenes Methylierungsmuster 
der Zelllinie zurückzuführen [Galm und Herman, 2005]. Bei einem positiven Signal in 
der Negativkontrolle ist von einer Verunreinigung des Mastermixes auszugehen. Die 
MSP hat somit keine Aussagekraft und muss wiederholt werden. 
2.2.5.4 Durchführung 
Zunächst wird für die M- und die U-Reaktion je ein Mastermix hergestellt, der M- bzw. 
U-Primer beinhaltet. Die einzelnen Bestandteile des Mastermixes sind in Tabelle 6 
aufgeschlüsselt. 
Tabelle 6: Zusammensetzung des Mastermixes. 
Bestandteile Volumen pro Reaktion in µl 
10x Puffer 2,50 
Deoxynukleotidtriphosphate 1,25 
Primer sense 0,50 
Primer antisense 0,50 
Aqua ad iniectabilia 14,25 
 
Pro MSP-Ansatz werden zu 19 µl Mastermix 1 µl bisulfitbehandelter Patienten-DNA 
bzw. die jeweilige Kontrolle hinzupipettiert. Um Verdunstung zu vermeiden, wird der 
Ansatz mit zwei Tropfen Mineralöl überschichtet. Nun werden die Reaktionsgefäße 
(Omnistripes) verschlossen und in den Thermocycler gegeben. Bevor 5 µl verdünnte 
Taq-Polymerase hinzugegeben werden, erfolgt ein hot-start. Das heißt, dass der MSP-
Ansatz für fünf Minuten auf 95 °C erhitzt wird, um eine unspezifische Bindung der 
Taq-Polymerase zu verhindern. Um diese nach dem hot-start zu pipettieren, wird der 
Ansatz auf 80 °C abgekühlt. Anschließend folgen 35 Zyklen, die jeweils drei 30 
Sekunden lange Phasen umfassen. In der ersten Phase wird die DNA bei 95 °C 
denaturiert. Dann folgt die Anealingphase, in der sich die Primer an die Einzelstränge 
anlagern. Hierfür werden je nach Primer Temperaturen zwischen 58 und 63 °C gewählt. 
Als dritte Phase schließt sich bei 72 °C die Elongation an. Sind alle 35 Zyklen 
durchlaufen, folgt eine fünf minütige Phase bei 72 °C. Dann kann das PCR-Produkt im 
Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt oder direkt per Gelelektrophorese ausgewertet 
werden. 
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Abbildung 4: Methylierungsanalyse 
Durch die Bisulfitbehandlung werden alle unmethylierten Cytosine (C) zu Uracil (U) deaminiert. 
Methylierte Cytosine (C) bleiben unverändert. Somit entsteht ein Sequenzunterschied, der 
durch spezifische Primer erkannt wird. Die weißen Banden signalisieren eine erfolgreiche 
Amplifikation. Das X zeigt an, dass die Primer nicht komplementär zur entsprechenden 
Basensequenz sind und eine Amplifikation daher ausbleibt. 
2.2.6 Gelelektrophorese 
2.2.6.1 Herstellung des Agarosegels 
Es werden 200 ml eines 0,5 %igen TAE-Puffers mit 5 g Agarose in der Mikrowelle 
aufgekocht und anschließend 30 ml Ethidiumbromid hinzupipettiert. Das flüssige Gel 
wird nun in die entsprechenden Formen gegossen und ein Gel-Kamm zum Erstellen der 
sogenannten Taschen (Slots) eingesetzt. Nach etwa 30 Minuten sind die Gele 
ausgehärtet und können für die Elektrophorese verwendet werden. 
2.2.6.2 Durchführung 
Negativ geladene Phosphatreste verleihen der DNA eine negative Nettoladung. Diese 
elektrische Ladung macht eine elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produktes 
nach seiner Molekülgröße möglich. Dazu werden pro Slot 10 µl von dem jeweils zu 
untersuchenden Produkt pipettiert und für 25 Minuten eine Gleichspannung von 100 V 
angelegt. Die DNA-Moleküle wandern von der Kathode zur positiv geladenen Anode. 
Dabei interkaliert das im Gel enthaltene Ethidiumbromid in die DNA. Die 
aufgetrennten Bestandteile können unter dem UV-Transluminator sichtbar gemacht und 
abfotografiert werden. 
CG—CGCG—CGCG CG—CGCG—CGCG
CG—CGCG—CGCGUG—UGUG—UGUG
U-Primer U-PrimerM-Primer M-Primer
MSP
Bisulfitbehandlung
Gelelektrophorese
unmethylierte Sequenz methylierte Sequenz
X X
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2.3 Statistik 
Eine umfassende statistische Analyse zu erstellen, erschien aufgrund der geringen 
Patientenanzahl und multiplen klinischen Parameter nicht sinnvoll. Auch auf eine 
Überlebenszeitanalyse wurde verzichtet, da lediglich eine geringe Anzahl von acht 
Patienten im Untersuchungszeitraum verstarb. 
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3 Resultate 
3.1 Patientenkollektiv 
Diese Arbeit umfasst sieben weibliche und sieben männliche Patienten. Bei der 
Erstdiagnose betrug das Durchschnittsalter 55 Jahre und liegt damit deutlich unter dem 
in der Literatur beschriebenen medianen Erkrankungsalter von 70 Jahren [Estey und 
Döhner, 2006]. Auffällig war, dass eine Patientin mit 27 Jahren besonders früh 
erkrankte. Der durchschnittliche Zeitraum von der Erstdiagnose bis zum Rezidiv betrug 
12,5 Monate. Bei allen Patienten entsprach die zytogenetische Risikogruppe bei 
Diagnose der im Rezidiv. Die Mehrheit der Patienten wurde der intermediären 
Risikogruppe zugeordnet (11 von 14, 78 %). Weitere wichtige klinische Parameter sind 
im Folgenden dargestellt. 
 
Tabelle 7: Patientencharakteristika. 
Für die zytochemischen Messwerte ist jeweils der Mittelwert angegeben. Die Zahlen in den 
Klammern zeigen den minimalen und maximalen Wert an. 
 
 
 
Parameter
Patientenanzahl, n 14
Männlich, n 7
Weiblich, n 7
Medianes Alter bei Erstdiagnose, Jahre 55 (27-75)
Mediane Zeit bis zum Rezidiv, Monate 12,5 (6,6-38)
AML aus MDS, n 1
FAB Klassifikation, n
AML M1 6
AML M2 3
AML M4 3
AML M5 2
Zytogenetische Risikogruppe, n
Günstig 2
Intermediär 11
Ungünstig 1
Zytochemie Diagnose Rezidiv
Leukozyten, G/l 14,1 (1,8-97,9) 3,5  (1,5-62)
Hämoglobin, g/l 94,5 (74-121) 118 (86-163)
Thrombozyten, G/l 78,5 (29-144) 78   (15-268)
Laktatdehydrogenase, U/l 504  (208-3195) 377 (160-5895)
Wert
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3.2 Methylierungsstatus des Patientenkollektives 
bei Diagnose und Rezidiv 
Mit Hilfe der MSP konnte gezeigt werden, dass die aberrante Hypermethylierung von 
Genpromotoren ein häufiges Ereignis bei der AML darstellt. Im untersuchten 
Patientenkollektiv wiesen 50 % (7/14) der Erstdiagnose- und 92,9 % (13/14) der 
Rezidivproben eine aberrante DNA-Methylierung auf. Dabei stieg die mediane Anzahl 
an Methylierungen pro Patientenprobe von 1,6 auf 2,4. Insgesamt waren 9 Patienten von 
dieser vermehrten Methylierungshäufigkeit im Rezidiv betroffen. Bei den übrigen 
Patienten blieb sie konstant. Eine Korrelation zwischen der Methylierungshäufigkeit in 
den jeweiligen Patientenproben und der zytogenetischen Risikogruppe konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
 
Tabelle 8: Anzahl methylierter Gene pro Patientenprobe mit zugehöriger zytogenetischer 
Risikogruppe. 
In den Klammern ist das jeweilige Patientenmaterial angegeben. Lila hinterlegte Felder 
bedeuten eine zunehmende Methylierungsanzahl, blaue Felder eine gleichbleibende. 
Probennummer Zytogenetische 
Risikogruppe 
Anzahl methylierter Gene 
Diagnose Rezdiv Diagnose Rezidiv 
1156 (KM) 1633 (KM) günstig 0 2 
1299 (KM) 1634 (PB) intermediär 0 2 
1635 (PB) 1636 (KM) intermediär 0 0 
1182 (KM) 1637 (KM) intermediär 0 1 
1166 (KM) 1638 (KM) günstig 5 5 
1429 (KM) 1640 (KM) intermediär 0 1 
1480 (KM) 1641 (PB) ungünstig 0 1 
1489 (KM) 1642 (KM) intermediär 0 1 
1486 (KM) 1643 (KM) intermediär 6 7 
1498 (KM) 1644 (KM) intermediär 1 2 
1532 (KM) 1651 (PB) intermediär 6 6 
1488 (KM) 1664 (KM) intermediär 3 4 
1554 (KM) 1669 (KM) intermediär 1 1 
1659 (KM) 1701 (KM) intermediär 1 1 
 
 
3.3 Methylierungsstatus der untersuchten Gene bei 
Diagnose und Rezidiv 
Die Methylierungshäufigkeit der untersuchten Gene ist in Abbildung 5 dargestellt. Sie 
betrug unter den Erstdiagnoseproben 50 % (7/14) für ID4, 28,6 % (4/14) für p15 und 
SFRP1, 21,4 % (3/14) für E-cadherin und SFRP2, 14,3 % (2/14) für SFRP5 und 0 % für 
C/EBPα, SFRP4 und RARβ2.  
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Im Rezidiv nahm die Methylierungshäufigkeit von p15, C/EBPα, SFRP1, SFRP2, 
SFRP5 und ID4 zu, während sie bei E-cadherin, SFRP4 und RARβ2 konstant blieb. Für 
die einzelnen Gene betrug sie 78,6 % (11/14) für ID4, 42,9 % (6/14) für p15 und 
SFRP1, 28,6 % (4/14) für SRFP2, 21,4 % (3/14) für E-cadherin und SFRP5, 7,1 % 
(1/14) für C/EBPα und 0 % for SFRP4 und RARβ2. 
 
Abbildung 5: Methylierungshäufigkeit der untersuchten Gene von 14 AML-Patienten bei 
Diagnose und Rezidiv. 
Die Werte im oberen Ende der Balken zeigen die Methylierungshäufigkeit in Prozent des 
jeweiligen Gens im Patientenkollektiv an. 
Im gesamten Patientenkollektiv blieben von 23 Methylierungen bei Diagnose 21 
(91,3 %) im Rezidiv erhalten. Bei zwei Patienten wurde ein Verlust der Methylierung 
von ID4 im Rezidiv verzeichnet. In der Summe aller Patientenproben nahm die 
Methylierungshäufigkeit dieses Gens im Rezidiv jedoch am stärksten zu. 
Ingesamt ließ sich durch die MSP ein stabiles Methylierungsmuster der Gene zu den 
untersuchten Zeitpunkten erkennen, welches sich neben einem weitgehenden Erhalt 
auch durch einen Zugewinn von Methylierungen im Rezidiv auszeichnet. 
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p15 
     1637       1638        1640        1641        1642          PB           IVD         H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U        M       U       M 
C/EBPα 
     1429       1488        1489        1532        1643          PB           IVD         H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U        M       U       M 
E-cadherin 
     1637       1638        1640        1641        1642          PB           IVD        H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U       M        U       M 
SFRP1 
    1637       1638        1640        1641        1642          PB           IVD         H2O 
    U       M       U       M       U       M        U      M        U       M       U       M       U        M       U       M  
SFRP2 
     1637       1638        1640        1641        1642          PB           IVD        H2O 
     U      M        U      M       U       M       U       M        U       M       U       M       U       M        U       M 
SFRP4 
    1637       1638        1640        1641        1642          PB           IVD         H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U        M       U       M  
SFRP5 
     1643       1644        1651        1664        1669          PB           IVD         H2O 
    U       M      U       M       U       M        U       M       U       M        U       M       U       M       U       M  
RARβ2 
    1480        1486        1488        1489        1498          PB           Raji         H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U        M       U       M 
ID4 
    1644       1651        1664        1532        1701          PB           Raji         H2O 
    U       M       U       M       U       M       U       M        U       M       U       M       U       M        U       M  
 
Abbildung 6: Repräsentative MSP-Ergebnisse der Patientenproben. 
U: MSP-Ansatz mit Primern spezifisch für unmethylierte DNA-Sequenz. M: MSP-Ansatz mit 
Primern spezifisch für methylierte DNA-Sequenz. PB von gesunden Spender, Raji oder IVD und 
aqua ad injectabilia (H2O) dienten als Kontrollen. 
 
Tabelle 9: Methylierungsprofil der untersuchten Gene im Patientenkollektiv. 
Für jedes Gen ist das Ergebnis der MSP der Diagnoseprobe (D) und der Rezidivprobe (R) 
gezeigt. Grau hinterlegte Flächen markieren hierbei methylierte Promotorregionen, weiße 
Flächen entsprechen unmethylierten Regionen. 
D R D R D R D R D R D R D R D R D R
1156 1633 M2 günstig
1299 1634 M4 intermediär
1635 1636 M5 intermediär
1182 1637 M1 intermediär
1166 1638 M2 günstig
1429 1640 M2 intermediär
1480 1641 M5 ungünstig
1489 1642 M1 intermediär
1486 1643 M1 intermediär
1498 1644 M4 intermediär
1532 1651 M1 intermediär
1488 1664 M1 intermediär
1554 1669 M1 intermediär
1659 1701 M4 intermediär
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Abbildung 7: Das Venn-Diagramm zeigt Übereinstimmungen und Differenzen der 
methylierten Gene im gesamten Patientenkollektiv. 
Von 23 Methylierungen in den Diagnoseproben waren 21 auch im Rezidiv vorhanden. 
Zusätzlich fanden sich 13 weitere methylierte Genpromotoren in den Rezidivproben. 
3.4 Auffälligkeiten im Methylierungsmuster 
Bei der Auswertung der MSP Ergebnisse fiel auf, dass bei zwei Patienten ID4 in der 
Diagnoseprobe aber nicht im Rezidiv methyliert war. Diese beiden Patienten sind als 
einzige von einer hinzukommenden Hypermethylierung von p15 betroffen. Auf das 
gesamte Patientenkollektiv bezogen, war ID4 jedoch mit 50 % (7/14) bei Diagnose und 
78,6 % (11/14) im Rezidiv auffallend häufig methyliert. 
Des Weiteren ließ sich eine Assoziation der Methylierungen zum Zeitpunkt der 
Diagnose und des Rezidives von E-cadherin und den SFRPs erkennen. Alle drei 
Patienten mit einem methylierten E-cadherin-Promotor wiesen zu 100 % (3/3) 
Methylierungen von SFRP1 und SFRP2 auf. Bei 66,7 % (2/3) war SFRP5 zusätzlich 
betroffen. Allerdings ging nicht jede SFRP-Methylierung mit einer Methylierung von  
E-cadherin einher. 
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4 Diskussion 
4.1 Bewertung der Methodik 
Zur Methylierungsanalyse wurde die MSP angewandt. Diese robuste und 
kosteneffektive Methode erfordert eine sehr geringe Menge DNA, welche aus 
eingefrorenem Gewebe, peripherem Blut, Knochenmark sowie anderen 
Körperflüssigkeiten und aus in Paraffin eingebettetem Gewebe isoliert werden kann 
[Galm und Herman, 2005]. Die Nachweisgrenze von methylierten Allelen liegt bei  
0,1 %, somit besitzt diese Methode eine hohe Sensitivität [Herman et al., 1996]. Ein 
Nachteil der MSP besteht darin, dass nur qualitative und keine quantitativen Aussagen 
über den Methylierungszustand der Zielregion getroffen werden können. 
Bei der Bewertung der durch die MSP erhaltenen Ergebnisse muss bedacht werden, 
dass die verwendeten Primer nur einen kleinen Bereich des Promotors erfassen. Über 
andere für den Transkriptionsstart wichtige Gensequenzen kann keine Aussage 
bezüglich des Methylierungszustandes getroffen werden. Des Weiteren lässt sich durch 
die verwendete Methodik lediglich ein deskriptiver Zusammenhang zwischen 
Hypermethylierung der Zielsequenz und dem gene silencing herstellen. In 
weiterführenden Studien könnte mit Hilfe einer real-time reverse transcription-PCR die 
mRNA als Marker für die Transkription quantifiziert werden [Bustin und Mueller, 
2005]. 
Andere epigenetische Mechanismen wie Histonmodifikationen, die neben der 
Promotorhypermethylierung ebenfalls die Transkription regulieren, wurden in dieser 
Arbeit nicht untersucht. 
4.2 Alternative Methoden zur Methylierungsanalyse 
In der vorliegenden Arbeit wurden Kandidatengene mittels der MSP sehr sensitiv, 
jedoch ausschließlich qualitativ auf methylierte CpG-Inseln untersucht. Zur 
Quantifizierung eignen sich beispielsweise Methoden wie das Pyrosequencing oder die 
Massenspektrometrie mittels der matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Beide Verfahren basieren wie die MSP 
auf eine vorhergehende Bisulfitbehandlung der DNA. Beim Pyrosequencing lassen sich 
bis zu 350 bp auf einmal untersuchen. Bei dieser Methode wird beim Einbau eines 
Nukleotides in die DNA Pyrophosphat frei, welches durch eine Luziferase-Reaktion in 
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ein messbares Lichtsignal umgewandelt wird. Dabei ist die Lichtstärke proportional zur 
Anzahl inkorporierter Nukleotide [Tost und Gut, 2007]. 
Bei der MALDI-TOF MS hingegen werden die PCR-Amplikons basenspezifisch 
geschnitten. Der Unterschied von ursprünglich methylierter DNA zu unmethylierter 
DNA wird durch einen Massenunterschied der Fragmente deutlich, welcher 
massenspektrometrisch bestimmt wird. Im Gegensatz zum Pyrosequencing können 
CpGs in einem größeren Amplikon mit einer Länge von bis zu 800 bp untersucht 
werden. Beide Verfahren bieten im Gegensatz zur MSP die Möglichkeit der  
high-throughput Analyse, also dem gleichzeitigen Untersuchen von sehr vielen 
Patientenproben. Darüber hinaus geben sie genaue Auskunft über die Lokalisation und 
Quantität von Methylgruppen [Shen und Waterland, 2007]. 
Die genomweite Metyhlierungsanalyse eignet sich dazu, dass Genom nach methylierten 
CpG-Dinukleotiden zu durchsuchen, da sie in einem Ansatz sehr viele Gene erfassen 
kann, ohne dass die Sequenz im Vorfeld bekannt sein muss. Ein Beispiel ist das 
restriction landmark genomic scanning (RLGS). Dies ist eine  
2D-Gelelektrophorese, bei der hochmolekulare DNA mit Restriktionsenzymen versetzt 
wird. Diese sind methylierungssensitiv, das heißt, sie schneiden nur unmethylierte 
CpGs. Die Schnittenden werden radioaktiv markiert. Anschließend erfolgt, nach 
weiterer Fragmentierung der DNA, eine elektrophoretische Auftrennung in zwei 
Richtungen. Somit können über 2000 markierte Fragmente, als sogenannte Spots, 
autoradiographisch sichtbar gemacht werden. Beim Vergleich eines gesunden Profils 
mit einem Tumorprofil stellen sich methylierte Fragmente als fehlende Spots dar, denn 
sie wurden nicht geschnitten und konsekutiv auch nicht radioaktiv markiert. Mittels 
Klonierung und nachfolgender Sequenzanalyse gelingt die Zuordnung eines veränderten 
Spots zu einem bestimmten Gen. Dieses Gen kann nun genauer mit einer sensitiven 
oder quantitativen Analysemethode im Rahmen eines Kandidatengenansatzes 
untersucht werden. Für die RLGS wird viel DNA in einer sehr hohen Qualität benötigt. 
Weitere Nachteile sind die begrenzte Sensitivität, da mindestens 30 % Methylierungen 
vorhanden sein müssen, um detektiert werden zu können sowie die fehlende  
high-throughput Fähigkeit dieser Methode [Rush und Plass, 2002].  
Letztendlich hängt die Wahl der Methylierungsanalysemethode von der Fragestellung 
einer wissenschaftlichen Untersuchung ab. In der vorliegenden Arbeit könnte der 
zusätzliche Einsatz einer quantitativen Analysemethode zeigen, ob neben dem Erhalt 
und qualitativen Hinzugewinn an methylierten Genpromotoren im Rezidiv, auch die 
Methylierungsdichte ansteigt. 
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Abbildung 8: Zusammenfassende Darstellung der im Text vorgestellten Methoden zur 
DNA-Methylierungsanayse 
4.3 Methylierungsmuster und klinische Parameter 
In der vorliegenden Arbeit konnte aberrante DNA-Methylierung bei Diagnose oder im 
Rezidiv in allen in der Patientenkohorte vertretenen FAB-Subtypen und zytogenetischen 
Risikogruppen nachgewiesen werden. Nur ein Patient wies zu keinem Zeitpunkt eine 
Methylierung auf. Dieser gehörte zur intermediären Risikogruppe und wurde dem  
FAB-Subtyp M5 zugeordnet. Der Zeitraum zwischen der Erstdiagnose und dem Rezidiv 
lag bei diesem 39 Jahre alten, männlichen Patienten mit 38,1 Monaten deutlich über 
dem Durchschnitt von 12,5 Monaten. 
Dennoch konnte in der Patientenkohorte keine Korrelation zwischen dem 
Methylierungsstatus und der zytogenetischen Risikogruppe, dem FAB-Subtyp, dem 
Alter oder anderen klinischen Parametern gefunden werden. Um solche 
Zusammenhänge zu erfassen, müssten umfangreichere Studien, die eine größere Zahl 
von Patienten einschließen, durchgeführt werden.  
Toyota et al. beschrieben eine inverse Korrelation zwischen dem Alter und der Anzahl 
methylierter CpG-Inseln bei 36 AML-Patienten. Weiterhin sahen sie in ihren 
Ergebnissen eine auffallend geringe CR-Rate nach der Induktionschemotherapie in der 
Gruppe von AML-Patienten mit einer hohen Methylierungsdichte in den 
Promotorregionen der untersuchten Gene [Toyota et al., 2001]. Allerdings war das 
Durchschnittsalter dieser Kohorte mit 39 Jahren nicht repräsentativ für die gesamte 
AML-Population. 
Eine erhöhte Methylierungsdichte scheint nicht nur Auskunft über die 
Erfolgswahrscheinlichkeit der Induktionstherapie zu geben, sondern ist bei Patienten, 
 Methylierungsanalyse 
Genom - weit Kandidatengen 
quantitativ sensitiv 
Pyrosequencing 
MALDI - TOF MS 
MSP 
RLGS 
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die sich bereits in klinischer Remission befinden, mit einem erhöhtem Rezidivrisiko und 
einer signifikant kürzeren Rezidiv-freien Überlebenszeit assoziiert  
[Agrawal et al., 2007]. 
4.4 Bedeutung des Methylierungsmusters für die 
Pathogenese 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass aberrante Methylierung von 
Genpromotorregionen ein häufiges Ereignis bei der AML darstellt. Sie lässt sich sowohl 
bei der Erstdiagnose der Erkrankung als auch im Rezidiv nachweisen. Das legt die 
Vermutung nahe, dass dieser epigenetische Mechanismus sowohl an der Entstehung als 
auch an der Progression der AML beteiligt ist. 
Die Korrelation von hypermethylierten Genpromotoren mit dem gene silencing wurde 
bereits häufig beschrieben [Herman und Baylin, 2003]. Ob sie aber Initiator oder 
lediglich Ausdruck transkriptionell repressiver Gene ist, konnte noch nicht eindeutig 
geklärt werden [Jones und Baylin, 2002]. Die in vielen Studien nachgewiesene 
Reexpression transkriptionell inaktivierter Gene durch den Einsatz demethylierender 
Substanzen, wie AZA und Decitabine [Galm et al., 2006], macht jedoch die 
fundamentale Rolle der Promotorhypermethylierung für die Regulation der 
Gentranskription deutlich. 
In dieser Arbeit blieb das zum Diagnosezeitpunkt erhobene Methylierungsmuster bei 
den einzelnen Patientenproben im Rezidiv weitgehend erhalten. Zusätzlich zeigte sich 
eine Zunahme an aberranten Methylierungen. Diese Beobachtung machten auch 
Kroeger et al., die zusätzlich mittels einer quantitativen Analysemethode einen Anstieg 
der Methylierungsdichte von CpG-reichen Regionen im Rezidiv nachwiesen 
[Kroeger et al., 2008]. 
Eine ähnliche Dynamik wie die des Methylierungsmusters ist auch bei zytogenetischen 
Aberrationen zu finden. Kern et al. zeigten, dass bei 73 von 117 Patienten (64,4 %) der 
Karyotyp bei Diagnose und dem Rezidiv gleich bleibt. Weitere 29 Patienten (24,9 %) 
wiesen im Rezidiv, neben dem identischen Karyotyp der Diagnose, zusätzliche 
zytogenetische Aberrationen auf [Kern et al., 2002]. Weiterhin scheinen zytogenetische 
Subgruppen durch eigene Methylierungsprofile gegenzeichnet zu sein scheinen 
 [Wilop et al., 2011]. 
Wiederkehrende Karyotypen und stabile Methylierungsmuster lassen vermuten, dass 
das Rezidiv von der selben Population leukämischer Stammzellen (LCS) ausgeht, 
welche auch für die Ersterkrankung verantwortlich war. Demnach wurde die  
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LCS-Population nicht durch die Induktionstherapie erreicht. Sie persistiert und 
verursacht im Verlauf der Erkrankung das Rezidiv. 
Diese These der persistierenden LSCs, von denen ein Rezidiv ausgeht, wurde bereits 
mehrfach aufgestellt [Chan und Huntly, 2008; Lancet und Karp, 2009] und wird von 
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bekräftigt. 
4.5 Zell-Zell-Adhäsion und Wnt-Signalweg 
E-cadherin zeigte sich, bei Diagnose und Rezidiv, jeweils bei 21,9 % (3/14) der Fälle 
hypermethyliert. In einer vorrangegangenen Studie wurde der damit verbundene 
Expressionsverlust in akuten Leukämien gezeigt [Corn et al., 2000]. E-cadherin ist für 
die Zell-Zell-Adhäsion unerlässlich. In der Hämatopoese ist es an der Reifung 
erythroider Vorläuferzellen beteiligt, wohingegen leukämische Blasten häufig kein  
E-cadherin exprimieren. Der Verlust dieses Adhäsionsmoleküls befähigt die Blasten 
ihre Mikroumgebung zu verlassen [Melki et al., 2000]. 
In dieser Arbeit ging die Methylierung von E-cadherin mit der Methylierung von 
mindestens zwei SFRP-Genen einher. Diese Assoziation wurde bereits bei der 
chronischen lymphatischen Leukämie beschrieben [Seeliger et al., 2009]. Die 
Signalwege von E-cadherin und den SFRPs interagieren über β-catenin, als zentralen 
Mediator, miteinander. Zum einen ist β-catenin am Aufbau des  
Zell-Adhäsionskomplexes beteiligt, zum anderen aktiviert es als Cofaktor für 
LEF1/TCF die Wnt-abhängige Transkription.  
Die Inaktivierung beider Gene könnte über den Wnt-Signalweg synergistisch zur 
Leukämogenese beitragen. 
Beide Signalwege sind für die Aufrechterhaltung der hämatopoetischen 
Stammzellnische von Bedeutung. Während die Wnt-Signalübertragung und die nukleäre 
Funktion von β-catenin die Proliferation und Differenzierungslimitation der 
hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) regulieren, ist die Cadherin-vermittelte Zell-
Zell-Interaktion sowohl an der Adhäsion der HSCs an spindelförmigen Osteoblasten 
sowie an der korrekten Ausrichtung der HSCs und mitotischen Spindeln beteiligt 
[Nelson und Nusse, 2004]. 
E-cadherin bindet β-catenin an der Zellmembran und wirkt somit der für den Wnt-
Signalweg wichtigen Akkumulation von β-catenin im Zytoplasma entgegen. Durch 
epigenetische Inaktivierung von E-cadherin steht mehr β-catenin für die Wnt-
Signalkaskade zur Verfügung. Der alleinige Wegfall des Zell-Adhäsionskomplexes 
reicht jedoch nicht aus um den Wnt-Weg zu aktivieren, da β-catenin dem 
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proteolytischen Abbau im Zytoplasma unterliegt [Jeanes et al., 2008]. Dieser 
Degradation wirkt die Promotorhypermethylierung der SFRP-Gene entgegen, denn der 
Wegfall der Wnt-Antagonisten führt zur konstitutiven Aktivierung dieses Signalweges, 
mit nachfolgender Akkumulation und Translokation von β-catenin in den Nukleus 
[Valencia et al., 2009]. Der Verlust von E-cadherin begünstigt diesen Prozess, da der 
regulierende Einfluss auf den β-catenin-Pool im Zytoplasma entfällt [Jeanes et al., 
2008]. 
Diese Daten ergeben Hinweise für die Hypothese, dass bei der AML die gemeinsame 
epigenetische Inaktivierung von E-cadherin und den SFRPs zur konstitutiven 
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges führt und somit zur Leukämogenese 
beitragen könnte. 
In der Zukunft muss geprüft werden, ob sich auch in Studien mit größeren 
Patientenkohorten, ein Zusammenhang der Methylierung von E-cadherin und den 
SFRPs nachweisen lässt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Einfluss von Cadherin und des Wnt-Signalweges auf die zytoplasmatische 
β-catenin Akkumulation. 
4.6 Bedeutung des Methylierungsmusters für die Klinik 
In Anbetracht des Beitrages epigenetischer Alterationen zur Leukämogenese stellt die 
Reaktivierung von epigenetisch dysregulierten Genen einen viel versprechenden 
Therapieansatz dar. Durch DNMT- oder HDAC-Inhibitoren kann über eine 
Reprogrammierung des epigenetischen Codes die Reexpression von 
Tumorsuppressorgenen erreicht werden. 
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Agrawal et al. konnten zeigen, dass eine erhöhte Methylierungsdichte von ERα und 
p15INK4B bei AML-Patienten in klinischer Remission mit einem hohen Rezidivrisiko und 
einer signifikant verkürzten Rezidiv-freien Überlebenszeit assoziiert ist [Agrawal et al., 
2007]. Aus dieser Beobachtung ergeben sich zwei Schlussfolgerungen. Zum einen 
könnte aberrante DNA-Methylierung als Biomarker für das Erkennen einer MRD 
dienen. Zum anderen ist es denkbar, dass der Einsatz epigenetisch wirkender 
Medikamente in der Remission das Rezidivrisiko senkt. Kapitel 1.1.7 gibt einen 
näheren Einblick in die epigenetischen Therapieansätze. 
Die vorliegenden Ergebnisse geben einen Hinweis auf die Involvierung aberranter 
DNA-Methylierung in die Progression der AML. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass 
diese epigenetische Modifikation als Biomarker für die Diagnostik und das Erkennen 
einer MRD genutzt werden kann und weiterhin einen Ansatz für die epigenetische 
Therapie darstellt. 
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Zusammenfassung 
Die AML ist eine heterogene klonale Erkrankung hämatopoetischer Progenitor- oder 
Stammzellen, die durch unkontrollierte Proliferation die normale Hämatopoese 
verdrängen und zur Knochenmarksinsuffizienz führen.  
Neben genetischen Aberrationen spielen epigenetische Veränderungen eine bedeutende 
Rolle bei der Entstehung hämatologischer Neoplasien. In vorrangegangenen Studien 
konnte belegt werden, dass aberrante Methylierung von Genpromotorregionen mit einer 
transkriptionellen Inaktivierung der entsprechenden Gene assoziiert ist. Auf diesem 
Wege tragen epigenetische Dysregulationen durch Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen zur Entstehung der AML bei.  
Um zu untersuchen, ob Promotorhypermethylierung eine Rolle in der Progression oder 
dem Rezidiv der AML spielt, wurde mittels der MSP der Methylierungsstatus von neun 
Genpromotoren analysiert. Allen Kandidatengenen wird eine tumorsuppressive 
Wirkung zugesprochen. 
Die Untersuchung wurde mit Proben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose und des Rezidivs 
durchgeführt. Es standen KM und PB von 14 Patienten zur Verfügung. 
Die Ergebnisse zeigen, dass aberrante Promotormethylierung ein häufiges Ereignis bei 
der AML darstellt. Bei Diagnose wiesen 50 % (7/14) der Patientenproben mindestens 
eine Methylierung auf, im Rezidiv waren es 92,9 % (13/14). Dabei stieg die mediane 
Anzahl an methylierten Genen von 1,6 bei Diagnose auf 2,4 im Rezidiv. Zu den 
untersuchten Zeitpunkten ließ sich ein stabiles Methylierungsmuster erkennen, welches 
neben einem weitgehenden Erhalt auch durch einen Zugewinn von Methylierungen im 
Rezidiv gekennzeichnet war. 
Die Resultate dieser Arbeit lassen vermuten, dass aberrante DNA-Methylierung an der 
Progression der AML beteiligt ist. Das stabile Methylierungsmuster gibt einen Hinweis 
auf die Persistenz von LSCs, die nicht durch die Induktionstherapie zerstört wurden und 
Ausgangspunkt des Rezidives sind. 
In der Klinik könnten Methylierungsmuster als Biomarker für das Monitoring einer 
MRD dienen. Des Weiteren stellen epigenetisch wirkende Medikamente einen viel 
versprechenden Therapieansatz dar. Sie könnten durch gene silencing betroffene Gene 
wieder zur Reexpression bringen und somit der epigenetischen Dysregulation bei der 
AML entgegenwirken. 
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